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GLOSARIO DE ABREVIATURAS
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Cu-ATSM

Desplazamiento quimico en ppm
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Grados centigrados

Resonancia Magnética Nuclear de Carbono
Resonancia Magnética Nuclear de Proton
4-bromo-1-(3-fluoropropil)-2-nitroimidazol
Is6topo 99 metaestable radiactivo de tecnecio
Angstron

Particulas alfa

Positron

Acetato de etilo
Acido desoxirribonucleico
Advanced Biochemical Compounds Co.
Acetilo

Anhidrido acético

Hipofluorito de acetilo

Barrera Hematoencefalica
Trifluorometanosulfonato de bismuto (l11)
Dependiente del nivel de oxigeno de sangre
Tetrafluoruroborato de tetrabutilamonio
Adicion del portador

Columna de octadecilsilano

Cromatografia en columna
Diacetil-bisN-4-metiltiosemicarbazona) de cobre (1l)
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Cu-PTSM

DCM
DHP
DMA
DMAP
DME
DMF
DMSO
DO
DOTA
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Ei
Ec.

EF1
EF3

EF5

EM
Epa
Epcl
Epc2
EPR
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ESR
FAZA
FDG
FETA

Piruvaldehido-bibE4-metiltiosemicarbazona) de
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Cloruro de metileno
3,4-Dihidro-2H-pirano
N,N-Dimetilacetamida
4-N,N-Dimetilaminopiridina
Dimetoxietano
N,N-Dimetilformamida
Dimetilsulfoxido

Densidad 6ptica

Quelato i6nico macrociclico derivado de 1,407,
tetrazaciclododecano
Electron

Potencial de reduccién
Ecuacion

cobre

2-(H -2-nitroimidazol-1-yl)N-(3-fluoropropil)acetamida

2-(H -2-nitroimidazol-1-yl)N-(3,3,3-
trifluoropropil)acetamida
2-(2-Nitro-H-imidazol-1-yl)N-(2,2,3,3,3-
pentafluoropropil)acetamida
Espectroscopia de masas

Potencial anddico

Potencial catodico en el pico 1

Potencial catodico en el pico 2

Resonancia paramagnética electronica
Resonancia de espin electronico por imagen
Resonancia de espin electrénico
1-(6-desoxi-6-]-fluore-D-arabinosil)-2-nitroimidazol
2-deoxy-2-fluoro-D-glucosa
N-(2-fluoroetil)-(2-nitroimidazol-1-il)-etanamida
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FETNIM Fluoroeritronitroimidazol

FID Detector de ionizacion de llama

FMISO Fluoromisonidazol

FON 1-(8-fluorooctil)-2-nitroimidazol

FPN 1-(3-fluoropropil)-2-nitroimidazol

FSC Flujo sanguineo cerebral

GBqg Gigabecquerel

HIF-1 Factor inducible de hipoxia

HMDSO Hexametildisilosano

HMPAO hexametil propilen amino oxima

HPAs Heteropoliacidos

HPLC Cromatografia liquida de alta presion
HRE Elemento de respuesta de hipoxia

IAZA 1-(1-(5-desoxi-5-yodax-D-arabinosil)-2-nitroimidazol
IAZA 1-(6-desoxi-6-yodoa-D-arabinosil)-2-nitro-imidazol
Kev Kiloelectronvoltio

Kg Kilogramo

LDH Lactato deshidrogenasa

Ln Ligando

logPo P Coeficiente de reparto octanol/agua

M Masa

MBq Megabecquerel

MEM Medio esencial minimo con sales de Eagle
Met. Método

mGy Miligray

min Minutos

mmHg Milimetros de mercurio
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MO Microondas

MR Resonancia magnética

MRI Espectroscopia de resonancia magnética de image
MRS Espectroscopia de resonancia magnética

mSv Milisievert

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difdtetrazol
n Neutrén

n.c.a. Sin adicion del portador

NaBH, Borohidruro sédico

NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato

nd No determinado

NEFA N-(2-(1H-2-nitroimidazol-1-il)etil)-fluoroacetamida
NEFT Fluoracetato de 2-(2-nitroimidazol-1-il)etilo

NIS N-lodosuccinimida

nm Nanometro

NO* I6n nitrosonio

Nu Nucleofilo

O;” Radical superoxido

OTf Trifluorometanosulfonato (Triflato)

p Proton

PAT Tomografia fotoacustica

PEG Polietilenglicol

PET Tomografia de emision de positrones

PFCs Perfluorocarbonos

PHDs Prolil hidroxilasas

pO, Tension de oxigeno

PPA Acido polifosférico
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PPTS
PrONG
PTSA
Ref.
RMN
ROS
SD
SPECT

SSE
ti/2
TBAB
TBAF
TBHP
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TFA
THF
THP
TMEDA
tr

Ts
Ts,0
TsCl
uv

<

p-Toluensulfonato de piridinio
Nitrato de propilo
Acidop-toluensulfénico
Referencia

Resonancia magnética nuclear
Especies reactivas de oxigeno
Desviacion estandar

Tomografia computarizada por emision de &xton
individuales
Sistema disolventdectrolito soporte

Tiempo de vida media (para un radioisétopo)
Bromuro de tetrabutilamonio

Fluoruro de tetrabutilamonio
Hidroperodxido deerc-butilo
Tomografia computarizada

Acido trifluoroacético
Tetrahidrofurano
Tetrahidropiran-2-ilo
N,N,N’,N'-Tetramethylethylenediamine
Tiempo de retencién

Tosilo

Anhidrido toluensulfénico

Cloruro de tosilo

Espectroscopia ultravioleta

Voltio
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GLOSARIO DE TERMINOS

Actividad del radiofarmaco: Se define como la "radiactividad total" del radioléido
expresada en Ci o Bq.

Actividad especifica Es la actividad referida a la masa total del eletm o compuesto
guimico considerado (Ci/mol, mCi/mg, etc.).

Actividad: Mide la velocidad de desintegracion de un radtoigo y se define como el
numero de desintegraciones por unidad de tiempo@cueen en una fuente radiactiva.
Es proporcional al nimero de particulas que emmitaainidad de tiempo, es decir, a
las desintegraciones que tienen lugar durantdexsea.

1 Curio (Ci) = 3,7 x 1010 desintegraciones / segund

1 Becquerel (Bq) = 1 desintegracion / segundo

1 Ci=3,7x 1010 Bq

Activimetro: Calibrador de datos.

Angiogénesis Es el mecanismo utilizado para responder a lassidgades metabdlicas
de crecimiento de un tumor, siendo su ausenciaetagza limitante de la progresion
tumoral y la metastasis. La angiogénesis es aprageso capital para el crecimiento
del tumor cuando éste, en su desarrollo va maslallénos pocos mm de diametro, lo
cual dificulta la difusion de oxigeno y nutrientedulares.

Anoxia: Estado en el cual hay una falta casi total dgema.

Apoptosis Es una forma de muerte celular, que esta regujadaticamente. En la
apoptosis el proceso afecta a determinadas céhdasgcesariamente contiguas, y no a
todas en un area tisular. La membrana celular mestuye, lo que impide el escape al
espacio extracelular de su contenido resultando puoceso “silencioso” sin
inflamacion.

Becquerel o becquerelia Es una unidad derivada del Sistema Internaciateal

Unidades que mide la actividad radiactiva. Un becgjuse define como la actividad de

vii
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una cantidad de material radioactivo con decairniedg un nucleo por segundo.
Equivale a una desintegracion nuclear por seguhd@o.unidad de Bq es por
consiguiente inversa al segundo.

Ciclotron: Es un tipo de acelerador de particulas cargagasgmbina la accion de un
campo eléctrico alterno, que les proporciona suossimpulsos, con un campo
magnético uniforme que curva su trayectoria y kdirige una y otra vez hacia el
campo eléctrico.

Citotoxina: Sustancia que tiene efectos toxicos sobre cieélaas.

Coeficiente de reparto octanol-aguaEs el cociente o razén entre las concentraciones
de esa sustancia en una mezcla bifasica formadagsodisolventes inmiscibles en
equilibrio: octanol y agua.

Concentracion radiactiva: Es la radiactividad referida a la unidad de vauande la
solucién en que se encuentra disuelto, expresadeC#@mL, MBg/mL.

Condiciones aerobiasRico en oxigeno.

Condiciones AnaerobiasEn ausencia de oxigeno.

Dosimetria: Es la dosis absorbida en tejidos y materia casaltado de la exposicion
a la radiacion ionizante, tanto de manera directancc indirecta. Es una
subespecialidad cientifica, en el campo de ladidie la salud y la fisica médica, la
cual se enfoca en el célculo de las dosis intgrreagernas de la radiacion ionizante.
Electronvoltio: Es una unidad de energia que representa la energiica que
adquiere un electron cuando es acelerado por ter@icia de potencial de 1 voltio.
Especies reactivas de oxigen&on generalmente moléculas muy pequefias altamente
reactivas debido a la presencia de una capa deogles de valencia no apareada.
Enzimas nitroreductasas Son moléculas de naturaleza proteica que catalias
reacciones quimicas, reduciendo selectivamenteogmiproaromaticos en las células.

Factor inducible de hipoxia (HIF-1). Es una proteina compuesta por 2 subunidades:
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HIF-la y HIF-1b. En una situacion de normoxia, ldFHa se degrada por
hidroxilacién y es destruida, mientras que cuamdersuentra en una situacion de falta
de oxigeno como es el caso de la hipoxia, la HIRdlae degrada, sino que uniéndose
a la HIF-1b da lugar a la HIF-1 y es cuando reatmeta lugar a la activacion y
estimulacién de diferentes genes.

Ftalocianina: Es un compuesto de color verde azulado formaddapanion de cuatro
grupos isoindoles mediante cuatro atomos de niggeéando lugar a un anillo de 16
atomos (ocho de nitrogeno y ocho de carbono), naltkrs con dobles enlaces
conjugados.

Gd-DOTA. Es un quelato iénico macrociclico de gadolinion eina alta estabilidad
termodindmica y una cinética rapida.

Gen supresor p53 Es un gen tumoral que desempefia un papel impertamn
apoptosis y control del ciclo celular. Un p53 dé&ieso podria permitir que las células
anormales proliferen dando por resultado cancer.

Gray: Es una unidad derivada del Sistema Internaciomélmddades que mide la dosis
absorbida de radiaciones ionizantes por un detadoinmaterial. Un gray es
equivalente a la absorcién de un julio de energfazante por un kilogramo de
material irradiado.

Hipoxia: Estado en el cual el cuerpo completo (hipoxieegalizada), o una region del
cuerpo (hipoxia de tejido), se ve privado oxigeno.

Isquemia: Sufrimiento celular causado por la disminuci@nsitoria 0 permanente de
riego sanguineo y consecuente disminucion del @pdet oxigeno de un tejido
biologico.

Kryptofix ©[2.2.2} 4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabiciclo[8.8e8Hcosano.
Lipofilia: Medida de cada uno de los compuestos para atrdedsiaapa lipidica de la
célula por difusién pasiva, y se cuantifica a teadel coeficiente de particion en
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octanol/agua.

Marcador enddgeno Interno a la célula.

Marcador exdgeno Externo a la célula.

Metéastasis Es la capacidad de las células del cancer detnaenen los vasos
sanguineos vy linfaticos, circular a través de tautacion sanguinea, y después crecer
en un nuevo foco (metastasis) en tejidos normaleaxtrad parte del cuerpo.

Necrosis Es la muerte patologica de un conjunto de célolate cualquier tejido,
provocada por un agente nocivo que causa una lesidgrave que no se puede reparar
o curar.

Neovascularizacion Formacion de nuevos vasos sanguineos.

Normoxia: Estado en el cual las concentraciones de oxigenencuentran entre los
niveles fisiolégicos normales de oxigenacion.

Perfluorocarbonos Son una familia de compuestos derivados de un dadooro
donde los atomos de hidrégeno se reemplazan pooatde fldor.

Perfusién miocéardica Es la prueba de imagen médica con la que seavaloriego
sanguineo y el metabolismo del miocardio izquieglee es el masculo cardiaco que
bombea la sangre a todo el cuerpo.

Periodo de semidesintegraciénTiempo necesario para que se desintegre la rdgad
los atomos radiactivos.

Positron o antielectron: Es una particula elemental, antiparticula detteda que
posee la misma cantidad de masa y carga elécsiitambargo, esta es positiva. No
forma parte de la materia ordinaria, sino de lanaateria, aunque se producen en
numerosos procesos radioquimicos como parte defdramaciones nucleares.
Precursor: Toda sustancia producida industrialmente o eralebratorio para la
preparacion de radiomarcadores.

Profarmaco: Es una sustancia farmacolégica que se adminigtréorma inactiva o
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poco activa. Posteriormente, el profarmaco es roétaoloin vivo hasta un metabolito
activo.

Proliferacion: Crecimiento o multiplicacion de células de tefido

Pureza Radionucleidica Se define como la relacion existente entre lavideid
correspondiente a un determinado radionucléidoagtidad total del compuesto.
Pureza Radioquimica Constituye la proporcion de la actividad totaé gsta presente
en la forma quimica deseada. P.R.Q. zdfesto/Atotal) X 100

Radioactividad especifica Se define como la cantidad de radioactividad yodad
de masa (o de volumen) del compuesto (tanto raioacomo no radioactivo). Se
puede expresar como Ci/g, mCi/mg, Bc ...

Radiofarmaco o radiotrazador. Cualquier producto que cuando este preparado para
su uso con finalidad terapéutica o diagnoOsticaesagd uno o mas radionucléidos
(is6topos radiactivos).

Radiois6topos Son atomos radiactivos que tienen igual nimebmiab (nimero de
protones en el nucleo), pero diferente nimero rmgsiema del nimero de neutrones y
el de protones en el nucleo).

Reaccion nuclear Proceso de transformacion que sufre un determinadleo al ser
bombardeado por particulas o por radiaciones elaeignéticas.

Rendimiento radioquimico: R= (Acompuestd A1gr-inicia) X 100.

Sievert Es una unidad derivada del SI que mide la dasisadiacion absorbida por la
materia viva, corregida por los posibles efectosldgicos producidos. 1 Sv es
equivalente a un julio por kilogramo (JRg Esta unidad da un valor numérico con el
gue se pueden cuantificar los efectos estocaspeoducidos por las radiaciones
ionizantes. (1 Sv =100 rem; 1 Sv =1 Gy).

Test de Bonferroni Es un analisis de varianza, para ajustar el nudvel de

confianza.
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Vida media: Es el valor promedio de la vida de los atomosinke especie radiactiva.
La “vida media” de un atomo radiactivo es, la remfpa de la constante de
desintegracion (t = 1), siendo por lo tanto ambas variables proporcemél= 0,693

X 1).

Voltametria ciclica o voltamperometria ciclica Es una técnica electroquimica en las
gue se aplica un determinado potencial eléctriaa alectrodo (denominado electrodo
de trabajo) sumergido en una disolucién que coatigma especie electroactiva y se
mide la intensidad eléctrica que circula por eséetedo. La intensidad medida es
funcion del potencial aplicado y de la concentracile la especie electroactiva
presente.

9mre: Es el is6topo 99 metaestable de tecnecio.
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Introduccion

1. Introduccién

Se llama imagen médica al conjunto de técnicasoggsos usados para crear
imagenes del cuerpo humano, o partes de él cordogitop clinicos (procedimientos
médicos que buscan revelar, diagnosticar o exaneinfarmedades) o para la ciencia
médica (incluyendo el estudio de la anatomia nowgmiahcion). Como disciplina en su
sentido mas amplio, es parte de la imagen bioldgimauyendo los avances mas
recientes en imagen biomolecular, proteémica y geced En 1895 Rdentgen obtuvo la
primera imagen 2D cuando aplicé por primera vezdgss X a la imagen médica y en
1977 Damadian realizé el primer escaner de RMN detmmle un cuerpo humano. Sin
embargo, no fue hasta el principio de la década9®® que la imagen médica dio un
paso mas alla con la tomografia computarizada @bgocionar esta imagenes 3D.
Posteriormente, la combinacion de estas técniciie snTC/RMN y con estudios de
medicina nuclear (PET/CT, PET/RMN, SPECT) y ecdgmfha proporcionado una
mayor sensibilidad y un conocimiento mas profundoprioceso patolégico. La imagen
de medicina nuclear se diferencia del resto dadasren que en la primera la radiacion

procede desde el interior del cuerpo del paciente.

Nuestro grupo de investigacion forma parte depgrde estudios MULTIMAG,
una red multidisciplinar de investigacion donde pgsi de médicos, bidlogos,
farmacologos y quimicos de institutos y universegadle la Comunidad de Madrid
pretenden desarrollar y evaluar métodos multipaiidzoé de imagen por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) y Tomografia de Emision Besitrones (PET) para
caracterizar no invasivamente la competencia vasan modelos de patologias del
sistema nervioso central con gran prevalencialaptaado los resultados obtenidos a la
clinica. Nuestro grupo de trabajo esta implicado an desarrollo de nuevos

radiomarcadores para el estudio y el diagnésticalianee imagen funcional de

3
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enfermedades relacionadas con procesos de neunedagén y neuroinflamacion,
como la enfermedad de Alzheimer, tumores e infegtebrales. Mas concretamente, y
en el marco de esta Memoria, nuestro grupo hajaddeaen el desarrollo de nuevos

marcadores de hipoxia cerebral.

La hipoxia es un estado celular que ocurre eruestp a una baja oxigenacion
del tejido. Un nuamero diverso de enfermedades estdacionadas con estados
hipéxicos como anemia, hemorragias, neumoniasag estan relacionadas con el estilo
de vida actual de paises del primer mundo, comcermedades cardio o
cerebrovasculares, pulmonares o cancer. Como amrseia de los riesgos implicitos
que tiene el acceso fisico al tejido cerebral,ipeXia cerebral necesita de métodos no
invasivos, sensibles y eficientes de valoraciénedéhdo de oxigenacion de este tejido
aplicables en la clinica. Los métodos de imagenicaégue actualmente tienen mas
aplicacion por ser, ademas, métodos de imagendnalcy molecular son la imagen de
resonancia magnética (MRI), PET y SPECT.

La técnica PET es una técnica especialmente $ensibque utiliza cantidades
extraordinariamente pequefias de un compuesto t@diague puede unirse a un
receptor molecular o participar en un proceso niditad del tejido. Entre el diverso
catalogo disponible de radiomarcadores de hipojfi]-fluoromisonidazol @#F]-
FMISO) es el mas utilizado en clinica. Sin embang@senta algunas limitaciones
como su baja acumulacion en tejido hipoxico y slaramiento lento en tejido

normaoxico.
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N“NF
@ OH [18F]-1a
NO,

Figura 1.1.[*®F]-FMISO (1a)

El desarrollo de marcadores de hipoxia se ha amtem derivados de 2-
nitroimidazol, los cuales se reducen facilmente piworeductasas citoplasmaticas,
quedando atrapados en las células hipéxicas. BB[;FMISO entra en las células por
difusiéon pasiva y se distribuye de forma homogéeeael cuerpo, reduciéndose
posteriormente al correspondiente anion radicab mjtie, en condiciones norméxicas,
se reoxida de manera que el marcador puede abaniorélula. Sin embargo, en
condiciones hipoxicas, el anidon radical nitro séuce luego de forma irreversible a
probablemente un grupo amino o hidroxilamino que edeu reaccionar
indiscriminadamente con macromoléculas intracedglaquedando atrapado en el
interior de la célula. Asi, y una vez que se hadpecao el aclaramiento del
radiofarmaco de las células normoxicas, el radioador emite Unicamente desde las

zonas hipoxicas del tejido.

El proyecto de Tesis Doctoral presentado en estmdvia ha abordado una
investigacion que tiene como objetivo la sintesisl yestudio de nuevos derivados
lipdfilos de F8F]-FMISO.
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2.1. Hipoxia en los tejidos

La hipoxia define un estado metabdlico en el caal toncentraciones de
oxigeno se encuentran entre los niveles fisiol&icmrmales de oxigenacion
(normoxia) y la falta completa de oxigeno (anox&g. habla de hipoxia generalizada
cuando el organismo completo se ve privado del sisind adecuado de oxigeno e
hipoxia de tejido cuando se trata de una region alerpo. También, conviene
diferenciar entre hipoxia e isquemia, ya que alguea son intercambiables. Se
denomina isquemia al estrés celular causado podisainucion transitoria o
permanente del riego sanguineo en un érgano @iejith condicion que puede causar
0 no hipoxia. Existen diferentes patologias rela@t@as con la hipoxia, entre las que se
encuentran: anemias, hemorragias, y neumoniagoasd enfermedades pulmonares,
oncolégicas, enfermedades cardio y cerebrovassyladiabetes, infecciones,

transplante de érganos, cicatrizacion de heridstsag patologias mucosas y cutareas.

2.2. Hipoxia cerebral

El érgano mas sensible a la hipoxia es el cerebeocgnsume el 20-25% de los
requerimientos totales de Oxigese organismo y el 7-20% de la glucosa. El cerebro
gasta entre 3 y 33 mL de oxigeno por 100 g dedaejerebral y por minuto, lo que
equivale a 40-50 mL por minuto para el conjuntoadebbrd’ La hipoxia cerebral se
refiere a un suministro reducido de oxigeno allmereebido a causas extracerebrales o
intracerebrales. Entre las extracerebrales figuasnhipoxias respiratorias, ya sean
prealveolares (disminucion de la concentracion ggého en el aire inspirado, de las

vias aéreas, etc.) o alveolares. La hipoxia puegerdier de un transporte inadecuado

! Semenza, L. @hysiology2009 24, 97-106.
2 Allen, N. The Chemical Basis of Neurological Disorders inn@al Nerurosurgery Williams and
Wilkins, Co. Eds.; Baltimore, 1967; Vol. 14.
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de oxigeno por la sangre (anemia, intoxicacion mponoxido de carbono, shock,
insuficiencia cardiaca, etc.) o puede derivar da abstruccion de los grandes vasos
cervicales. Entre las causas cerebrales puedetassasibos tumores, los traumatismos

de craneo, embolia y hemorragia cerebral.
2.1.2. Hipoxia tumoral

El microambiente tumoral lo constituyen el flujsngaineo, la microcirculacion,
el aporte de oxigeno y nutrientes, el pH residugll gstado bioenergético y metabdlico
de un tumor. Este microambiente influye en lasatarésticas bioldgicas de los tumores
como la tasa de proliferacion celular, la capacidadreparacion de la lesion letal o
potencialmente letal, la induccién de la apoptose potencial de invasion metastatico
y angiogénico, asi como la expresion de genes megptes de la resistencia a farmacos.
Asi, niveles bajos de hemoglobina influyen en Emultados de la radioterapia tanto en
el control local del tumor como en la superviveriditay estudios que demuestran que
ante un mismo estado y tamafio tumoral, pacientasnogeles elevados de hipoxia
intratumoral presentan un peor control de la endeladd y supervivencia que pacientes

con tumores mejor oxigenadds.

La hipoxia tumoral ocurre cuando el tamafio del tusupera la capacidad de la
microcirculacién para aportar el oxigeno necesarias células tumorales. Depende de

factores como el tamafio del tumor, su tipo hisiolflgsu estado, el aporte de

%Lee, E. J.; Hung, Y. C.; Lee, M. Y. Neurol. Sci1999 164, 117-123.
* Lavey, R.; Dempsey, Hnt. J. Radiat. Oncol. Biol. Phy$993 27, 1147-1152.
® Lartigau, EBull. Cancer2007, 97, S 197-202.
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hemoglobina y la extension de la necrosis. Vargisdos muestran que el grado de
hipoxia es mayor en el &rea tumoral que en loddsjadyacentes normalfes.

La relacion entre hipoxia tumoral y evolucion ovg@ad del proceso neoplasico
se ha explicado mediante tres hipoétesis: 1) LaXmppuede inducir cambios en la
expresion de las proteinas del tumor dependientesoxigeno, estimulando la
angiogénesis y de esa forma aumentando el potaefeiatecimiento del tumor y de la
metastatizacion o de aparicion de metastatizacide @paricion de las metastasis. 2) La
hipoxia impide la formacion de moléculas reactivBes oxigeno que cuando estan
sometidas a la radioterapia causan dafios en el é&dMs células tumorales. De esta
manera, la reduccion de los niveles de oxigenoriboe a la resistencia frente a la
radioterapia. 3) La hipoxia puede producir un creento acelerado de células
tumorales que son resistentes a la apoptosisultificdo el proceso de curacion y
control de la enfermedddLa hipoxia tumoral puede aumentar la expresiéngeel

supresor p53, un fenotipo celular que presentaayonpotencial de malignid&d.

El grado de hipoxia es sumamente relevante enclapegacion funcional en
acontecimientos como el infarto y miocardio isqu#amiy en particular, el grado de
hipoxia en tumores es un importante determinanteredpuesta al tratamiento, la
supervivencia sin recaida, y el pronéstico tota gs independiente de la modalidad de
tratamiento usado en el cancer de los paciénfed.La hipoxia activael factor
inducible de hipoxigHIF-1, en inglés Hipoxia Inducible Factor) y éateu vez pone en

® Clarke, H.; Pallister, C. Llin. Lab. Haematol2005 27, 1-13.

" Varlotto, J.; Stevenson, M. Ant. J. Radiat. Oncol. Biol. Phyg005 63, 25-36.

8 Littlewook, T. J.Hematol. Oncol2001, 19, 19-30.

® Tatum, J. L.; Kelloff, G. J.; Gillies, R. J.; Aely, J. M.; Brown, J. M.; Chao, K. S. C.; ChapmanD.;
Eckelman, W. C.; Fyles, A. W.; Giaccia, Aldt. J. Radiat. Biol2006 82, 699-757.

koo, S. S.; Abbott, D. F.; Lawrentschuk, N.; SéatM. Mol. Imaging Biol.2004 6, 291-305.

' ee, S.T.; Scott, A. MNuc. Med2007, 37, 451-461.
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marcha toda la familia de genes angiogénicos, ataméda la densidad y permeabilidad
vascular, y por tanto el crecimiento y propagaciéhtumor? El factor de induccién de
hipoxia, HIF-1, es el mayor regulador de la adaptaalel tumor a la hipoxia,
induciendo la expresion de muchos genes que permitas células sobrevivir en estas

condiciones.

2.1.3. El factor inducible de hipoxia (HIF-1)

El HIF-1 es un heterodimero constituido por trelsusidadesa, HIF-1a, HIF-
20y HIF-30, mas una subunida@.'® Existen evidencias crecientes de que el
comportamiento agresivo del tumor mediado por feXia y la resistencia a la terapia
estan controlados por HIE-EI principal mecanismo de percepcion de oxigenolael
parece mediado por la proteina HIé-En presencia de suficiente oxigeno, Hi-€ls
hidroxilada en los residuos de prolina mediantedasgimas prolil hidroxilasas 1-3.
Estas enzimas utilizan oxigeno, hierronicetoglutarato (del ciclo de Krebs) como
sustratos, luego se une covalentemente a ubiquitse degrada por los proteasomas.
Sin embargo, en periodos de hipoxia, la baja cdreeidn de oxigeno impide la
degradacion de HIFel acumulandose rapidamente. La proteina Rifpdsa al ndcleo,
donde forma un heterodimero (HIF-1) con HIE-formando un complejo que se une al
ADN en una secuencia conocida con el nombre deeginde respuesta a la hipoxia
(HRE, en inglés Hipoxia Response Element). HIF-Irexnocido por mas de 100
lugares en los cromosomas que conducen a la edprdsi otras tantas proteinas de
respuesta a hipoxia. Estas proteinas pueden promiaveexpresion de genes
relacionados con el crecimiento y la superviverd®acélulas hipoxicas tumorales a

través de sucesos moleculares tales como la désteggude la glicolisis, angiogénesis

12 Quintero, M.; Mackenzie, N.; Brennan, P. Bur. J. Surg. Onco004 30, 465-468.
¥Wwang, G. L.; Semenza, G. IL. Biol. Chem1995 1, 1230-1237.
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y mutacion p53, que permiten la adaptacion dedadas tumorales a la hipoxia (Figura
2.1)14151617.18.19 3 proteina HIF-1 esta sobreexpresada en multtjpes de cancer y
en la metastasis regional y distante, mientrasmguaparece en tumores benignos no
invasivos. HIF-1 ayuda a prevenir la apoptosis ertaipor la expresion de genes que
inducen mutaciones. Al mismo tiempo, la hipoxiduce la expresion de genes que
estan involucrados en metastasis e invasion. Bstena de supervivencia esta unida a
alteraciones malignas del tumor, por lo que HIFs1ue excelente marcador endégeno
para tumores malignos asi como para hipbxExisten varios modelos que involucran
a diferentes moléculas como sensores de oxigence Elas es fundamental un tipo
especial de hidroxilasas, las prolil hidroxilagaslDs) que contienen Fe(ll) en su centro
catalitico, el cual es oxidado a Fe(lll) por inta&iéan de oxigeno molecular durante la
reaccion de hidroxilaci6ff. Un segundo tipo de regulacion se atribuye a lpsaiss
reactivas de oxigeno (ROS, en inglés Reactive Qxyggecies), principalmente el
radical superdxido (©) y el perdxido de hidrégeno §B.), que son moléculas
derivadas del oxigeno con gran capacidad de raapaidsu alta inestabilidad quimica
Se generan durante la reduccion completa del oaigeslecular a agua, en la cual se
incorporan cuatro electrones al oxigeno en diveetagas, generandose los radicales
libres como moléculas intermedias (Figura 2.1).dbte periodos de hipoxia, la baja
concentracion de oxigeno impide que HiFsk degrade y se acumule rapidamente. Por

otro lado, concentraciones fisioldgicas de espeaeastivas de oxigeno pueden también

4 Brizel, D. M.; Scully, S. P.; Harrelson, J. M.;\feld, L. J.; Bean, J. M.; Prosnitz, L. R.; DewstirM.
W. Cancer. Resl996,56, 941-943.

5 Hockel, M.; Schlenger, K.; Aral, B.; Mitze, M.; Baeffer, U.; Vaupel, FCancer Res1996,56, 4509-
4515.

% Hockel, M.; Schlenger, K.; Hockel, S.; Aral, Bglffer, U.; Vaupel, Pint. J. Cancerl998,79, 365-
369.

' Sundfor, K.; Lyng, H.; Rofstad, E. Br. J. Cancer1998,78, 822-827.

18 Walenta, S.; Wetterling, M.; Lehrke, M.; Schwicke®.; Sundfor, K.; Rofstad, E. K.; Mueller-Klieser
W. Cancer. Res2000,60, 916-921.

¥ Powis, G.; Kirkpatrick, LMol. Cancer Ther2004,3, 647-654.

# Kizaka-Kondoh, S.; Konse-Nagasawa,Ehncer Sci2009 100, 1366-1373.
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oxidar las prolil hidroxilasas y favorecer la acuativn de HIF-&.?* Las células que
no poseen HIFdy que estan expuestas a un ambiente hipdxico,r#ameapidamente

su contenido en estas especies conduciendo a khencedular.

Degradacion

Normoxia @ _ROSZ quimica

Proteasas

Degradaccion
protedlica

HIF-1-genes

angiogénesis

apoptosis T v X Proliferacién celular
regulacion proteolisis Metabolismo y supervivencia
de pH de glucosa

Figura 2.1. Mecanismo de actuacion d#lIF-1ay formacion de ROS HIF-1a es hidroxilada y
degradada en condiciones norméxicas. En condicibipéxicas heterodimeriza y se une a los dominios
de elementos de respuesta a hipoxia para transaubyierosas proteinas. (Ub: ubiquitina; P-300-CiBP:
acetiltransferasa 2B (KAT2B), es un coactivadongcaipcional asociado con p53).

2 Mansfield, K. D.; Guzy, R. D.; Pan, Y.; Young, R.; Cash, T. P.; Schumacker, P. T.; Simon, M. C.
Cell Metab.2005 1, 393-399.
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2.2. Métodos de deteccion de hipoxia

Hay algunos requisitos que un marcador necesitglaupara ser ideal en la
deteccidn de tumores hipéxicos: 1) Debe de sercésaqpe para hipoxia y distinguir
entre normoxia, hipoxia y anoxia o necrosis; 2) ®dberenciar entre hipoxia aguda o
cronica; 3) Debe ser simple, no téxico, rapidoil fde preparar y reproducible; 4) Debe
ser lipdfilo para tener una biodistribucion homoggeren todos los tejidos, incluyendo
los tumorales, pero a su vez hidréfilo para temex idpida eliminacion, lo que permite
una mayor relacion de marcador entre el tumor tgjelo normal; 5) Debe tener una
baja degradaciom vivo, dando lugar a metabolitos no especificos y/oasal tejidos
inespecificos de manera que solo los mecanismaestelecion especificos de oxigeno
determinen la cantidad de marcador que es tempenadmatrapado; 6) Debe reflejar
mas la tension de oxigeno (Pantracelular que la presién sanguinea o que alguna
consecuencia bioquimica; 7) Debe ser sensible ailades de p@ relevantes a la
terapia tumoral; 8) Debe ofrecer la capacidad dewsantificado. Desafortunadamente,
ninguno de los marcadores disponibles en la adalicumplen todos estos
requisitos?” Esto ha llevado al desarrollo de una variedad é®dos tanto invasivos

como no invasivos para medir la oxigenacion en tesio

%2 Mees, G.; Dierckx, R.; Vangestel, C.; Van de Wi€leJ. Nucl. Mol. Imagin®009 36, 1674-1686.
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2.2.1. Métodos invasivos

2.2.1.1.Microelectrodo polarografico de oxigeno (aga Eppendorf)

La medida de la pfQes el método estandar de referencia para la eatudel
grado de hipoxia en tejidos. Se determina con ucraeiectrodo polarografico de
oxigeno (Figura 2.2), una aguja muy fina de 300quen se inserta en el tumor y genera
una corriente por ionizacién dando una concentraegiimada de oxigeno en el lugar
de la insercion. Las medidas realizadas segun m&t®do estan en una buena
correlacion con ensayos radiobiologicos de hipope&mitiendo predecir el potencial
de metéastasis en tumord<*!* Sin embargo, este método es invasivo y restringido
tumores facilmente accesibles. El valor tipicordelgo de p@en un tejido normal es
de 20 a 80 mmHg, mientras que en algunos tumotasd@parecen valores mucho
mas bajos (<10 mmHg) en los que empieza a desagelel punto de resistencia a la
radiacion ionizante y la quimioterapia, ya queitatoxicidad de la radiacion ionizante

depende en gran medida de la presencia,d&®

2 Gatenby, R. A.; Kessler, H.B.; Rosenblum, J.Gia, L. R.; Moldofsky, P. J.; Hartz, W. H.; Brogler
G. J.Int. J. Radiat. OncolBiol. Phys.1988 14, 831-838.

%4 Rofstad, E. K.; Sundfor, K.; Lyng, HTrope, C. GBr. J. Cance200Q 83, 354-359.

4 Brizel, D. M.; Scully, S. P.; Harrelson, J. M.;\feeld, L. J.; Bean, J. M.; Prosnitz, L. R.; DewstjrM.
W. Cancer Resl996 56, 941-943.

% Bejot, R.; Dersemans, V.; Kelly, C.; Carrol, Ling, R. C.; Gouwerneur, \WWucl. Med. Biol201Q 37,
565-575.

% Marin-Caballos, A. J.; Murillo-Cabezas, F.; Domieg-Roldan, J. M.; Leal-Noval, S. R.; Rincon-
Ferrari, M. D.; Mufioz-Sanchez, M. Med. Intensiv&008 32, 81-90.
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Figura 2.2. Monitorizacion de la presion tisular cerebral dégero con electrodo de Clark modificado.
El sensor va insertado en la sustancia blancadtield frontal a través de un trépano y guiado por u
introductor especifico colocado en una posiciénuna profundidad estandar. El electrodo Clark @onst
de una membrana semipermeable al oxigeno (1) qubne un catodo (2) y un anodo (3) bafados en
una solucion electrolitica (4) que a un potencekdninado genera una corriente eléctrica propoatio

a la presion parcial de oxigeno en el tejido (fufa tomada de ref. 26.

2.2.1.2. Métodos inmunohistoquimicos

Estos métodos se utilizan para detectar y cuaatifigpoxia en biopsias de
pacientes. Se basan en la utilizacion de un ampouespecifico unido a compuestos de
tipo nitroimidazol, biologicamente reducibles (pjmonidazol, Figura 2.3), que son
administrados previamente a la biopsia. Este méfoelonite valorar si las areas
hipéxicas corresponden a necrosis o a célulasesalhlas principales desventajas de
esta técnica son su invasividad, la limitaciéntdeiafio de la muestra, y la inhabilidad
para realizar medidas repetidas en un paciente mparatorizar los cambios en la

oxigenaciéon después de las teraplasictualmente pimonidazol se considera el

27 Chitneni, K. S.; Palmer, M. G.; Zalutsky, R. M.e®hirst, W. M.J. Nucl. Med2011, 52,165-168.
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marcador exégeno estandir hipoxia, un indicador para hipoxia cronica geepte la
medida de valores de p@or debajo de 10 mmHJ.

Mt
Y o

NO,

Figura 2.3. Pimonidazol.

2.2.2. Métodos no invasivos

Existen otros métodos no invasivos para detectaxia como la tomografia de
emisién de positrones (PET, en inglés Positron EionisTomography), la tomografia
computarizada por emision de fotones individualeBHCT, en inglés Single-Photon
Emission Computed Tomography), la espectroscopiaedenancia magnética y la
imagen de resonancia magnética (MRS/MRI, en inghagnetic Resonance
Spectroscopy/Magnetic Resonante Imaging). Los noStodas atractivos por repetidas
y exhaustivas medidas del estado de oxigenacidm@fmica son PET y MRE

% Minn, H.; Gronroos, T. J.; Komar, G.; Eskola, Qehtio, K.; Tuomela, J.; Seppanen, M.; Solin, O.
Curr. Pharm. Des2008 14, 2932-2942.
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2.2.2.1. Tomografia de Emisién de Positrones (PET)

La tomografia por emision de positrones es unaidécmo invasiva de
diagnéstico e investigacidn vivo por imagen capaz de medir la actividad metabdlica
del cuerpo humano. Esta técnica se basa en detgctmalizar la distribucion
tridimensional que adopta en el interior del cuarpoadiofarmaco de vida media corta
administrado a través de una inyeccion intravenogamagen se obtiene gracias a que
los tomografos son capaces de detectar los fotay@ama emitidos por el
radiofarmaco. Estos fotones gamma de 511 Kev s@moglucto de una aniquilacion
entre un positron, emitido por el radiofarmaco,nyealectron cortical de las moléculas
del cuerpo del paciente. Esta aniquilacion da lagkr emision de dos fotones (Figura
2.4). Para que estos fotones acaben por conformambagen deben detectarse
simultaneamente en una ventana de tiempo adecnadasggundos), deben provenir
de la misma direccion y sentidos opuestos, y stgéndebe superar un umbral minimo
gue certifigue que no ha sufrido dispersiones atiei@s de importancia en su trayecto
hasta los detectores. Los detectores de un tond@aT estan dispuestos en anillo
alrededor del paciente y gracias a que detectamtgineamente a los fotones generados
en cada aniquilacion permiten formar la imagenaPRarobtencion de la imagen estos
fotones detectados son convertidos en sefales riedéct Esta informacion
posteriormente se somete a procesos de filtrad@ognstruccion gracias a los cuales se
obtiene la imagen. A diferencia de la tomografiavemcional, en la cual se obtienen
Unicamente imagenes anatdmicas de los érganosasteel estudio por emision de
positrones permite ademas el estudio de funcioseddgicas basicas como el flujo
sanguineo, el transporte de membrana, la farmagomande los farmacos y las

interacciones ligando-receptor en humanos y ansmdgeexperimentaciéil.Mediante

2 Czernin, J.; Weber, W. A.; Herschman, HARnu. Rev. Med®006 57, 99-118.
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esta técnica se pueden marcar substratos natugasss, analogos de substratos y
farmacos con radioisétopos emisores de positrgh€sque se usan en concentracion
picomolar para identificar los tejidos de interés.

unidad de proceso

Imagen PET

lista de
datos

reconstrucion de imagen

l 511 keV

Posgitron

aniquilacién

511 keV

Figura 2.4. Técnica PET (tomada de http://es.wikipedia.org).

Los is6topos mas utilizados s&if, **C, 0 y **N. Todos ellos comparten una
vida media corta de menos de 2 horas. Sin embdng@a< utilizado para la deteccion
de hipoxia por PET es &F (.= 110 minutos), siendo un radioisétopo muy atractiv
para el marcaje de moléculas organicas debido aaasteristicas: tamafio estérico

pequefio, enlace estable con el carbono, tiempaddemnvedia bueno, baja energia de
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positréon y facil produccion. El flior es un atomaeechabitualmente se utiliza como un
sustituyente en quimica médica para incrementacti@idad, potencia y la estabilidad

de compuestos biolégicamente activdd:

La primera autorradiografia para deteccion de hgpaon radioisétopos fue
tomada en 1981 con’C]-misonidazol. Posteriormente®f]-fluoromisonidazol fue
propuesto como el radiotrazador no invasivo paragen PET de tumores hipoxicos
(Figura 2.5). Desde entonces, muchos otros radediaes han sido evaluados para este

proposito.

Ne N Y 07 N/—\:\N/\/\RF
7 oH Y on

NO, NO,

Figura 2.5.[*C]-misonidazol y {’F]-fluoromisonidazol.
2.2.2.2. Tomografia Computarizada de Emision de Fohes Individuales (SPECT)

Es una técnica de tomografia que utiliza rayosnganias imagenes obtenidas
son bidimensionales, pero pueden combinarse muahagenes tomadas desde
diferentes posiciones alrededor del paciente patener una tridimensional. EIl SPECT
utiliza los rayos gamma que producen isétopos eatiios como ef°™Tc (Tecnecio
metaestable), o éf3. Estos is6topos se introducen en el cuerpo hurnanm parte de
moléculas biologicamente activas. El procedimieggasimilar a PET, pero en SPECT

es el is6topo el que produce directamente el ramnga, mientras que en PET el

%0 Seebach, DAngew. Cherrint. Ed. Engl.199Q 29, 1320-1367.
3L Fliller, R. In Organofluorine Compounds in Medicinal Chemisind Biomedical Applicationg-iller,
R.; Ed.; Studies in Organic Chemistry; ElservieevNYork, 1993, Vol. 48, pag.1-23.
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isétopo produce un positron que después se anigoiilaun electron para producir los
dos rayos gamma. Estos dos rayos gamma salenescidites opuestas y su deteccién
simultanea permite localizar el isétopo de forma m@cisa que en SPECT. La SPECT
es una técnica mas simple y mas utilizada que REqup pueden usarse is6topos mas
faciles de obtener, con un menor coste y de viddianmas larga. Sin embargo, la
mayor resolucion y la mejor precision obtenida coarcadores PET le hace a esta
técnica ser mas adecuada para la deteccién dei@afidn los afios 90, Chapmarcg.
describieron una sintesis de un nuevo analogo denidiazol, 1-(1-(5-desoxi-54]
yodo-a-D-arabinosil)-2-nitroimidazol (IAZA) (Figura 2.6%*® La unién de este
compuesto a las células tumorales ha mostrado sgrdependiente del grado de
hipoxia.*?¥ puede detectarse tanto por gammagrafia (imagerapl como por SPECT.
El tiempo de vida media de 13 horas Halfrente a los 110 minutos d&F permite la
obtencién de imagenes a tiempos maydtedtro de los radiois6topos utilizados en
SPECT es ef*™Tc, que ofrece unas caracteristicas fisicas optim@m®o es la vida
media mas corta (6 horas) o la baja energia déosuses monoenergéticos (140 KeV).
El mas utilizado actualmente para el estudio dedeusion cerebral es &™Tc-
HMPAO (**™Tc-hexametil propilen amino oxima) que se acumual&lecerebro tras un
corto periodo de tiempo después de su administraittavenosa. Se han hecho
estudios comparativos con HMPAO utilizado en elidist del flujo sanguineo cerebral
(FSC) con IAZA* La desventaja del marcaje cBTc-HMPAO es que este se queda

almacenado tanto en tejido hipéxico como necr&inaminguna distincién.

%2 Mannan, R. H.; Somayaiji, V. V.; Lee, J.; MercerR} Chapman, J. D.; Wibe, L.J. Nucl. Med1989
30, 351-358.

¥ parliament, M. B.; Chapman, J. D.; Urtasun, RM&EEwan, A. J.; Golberg, L.; Mercer, J. R.; Mannan,
R. H.; Wiebe, L. IBr. J. Cancerl992 65, 90-95.

3% Groshar, D.; McEwan, A. J. B.; Parliament, M. Brtasun, R. C.; Golberg, L. E.; Hoskinson; M.;
Mercer, J. R.; Mannan, R. H.; Wiebe, L. |.; Chaprian]. Nucl. Med1993 34, 885-888.

% New Trends in Nuclear Neurology and Psychiaftgdreka, |. Brucke, T.H.; Asembaum, S.; Costa, D.
C., Morgan, D. F., Lassen, N. A., Eds.; John Lihheyndon, 1993, p 103-17.
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Figura 2.6.[*23]- 1AZA y [™Tc]-HMPAO.

2.2.2.3. Imagen de Resonancia Magnética (MRI)

La espectroscopia de resonancia magnética (MR$) estodo no invasivo que
puede examinar un organmovivo, el metabolismo del érgano y de la célula y el lmam
bioquimico que se produzca. La MRS proporcionarmézién bioquimica que nos
ayuda a predecir el diagnostico de tumores o diteae los tumores malignos de los
benignos® La MRI proporciona un buen contraste entre losrdiites tejidos blandos
del cuerpo, lo que le hace especialmente util pataner imagenes del cerebro, los
musculos, el corazén y el cancer en comparaciorotas técnicas de imagen médica
como la tomografia computarizada (TC) o rayos-Xdiferencia de estas, la MRI no
utiliza radiacion ionizante. Utiliza un campo maiite potente para alinear la
magnetizacion de algunos ndcleos atémicos en efrpoug los campos de
radiofrecuencia para alterar sistematicamenteif@ation de esta magnetizacion. Esto
hace que los nucleos produzcan un campo magnétatorgp detectable por el escaner,
y esta informacion se registra para construir unagen de la zona explorada del

cuerpo.

% Zi-Hua, Q. I.; Chuan-Fu, L. I.; Zhen-Feng, L. Kai, Z.; Quian, W.; and De-Xin, YChin. Med. J
2009 122, 39-43.
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La MRI se utiliza para registrar cambios en elehide oxigeno de la sangre.
Este principio se basa en la obtencion de imagemesontraste dependiente del nivel
de oxigeno de la sangre BOLD (del inglés Blood @xygevel Dependent) donde la
seflal de BOLD MRI esta relacionada con la oxig@racvascular y permite
estimaciones directas de p® Sin embargo, la correlacién se vuelve dificil pas
vasos sanguineos pequefios. BOLD puede confundirstos efectos de flujo, aunque
se pueden utilizar secuencias de pulsos apropipdes minimizar estos efectds.
Baudelet y Gallez han investigado rigurosamentedaslaciones entre la p@stimada
usando sondas de fibra Optica y los cambios enef@alsBOLD, donde se han
encontrado cambios de p8 La ventaja de la técnica BOLD MRI es que ofrece
resolucion espacial y temporal alta y reproduc#idmdo particularmente atractiva para

los pacientes.

Figura 2.7. Equipo MRI e imagen de MR que muestra una reg@mctividad incluyendo la corteza
visual primaria (tomado de http://es.wikipedia.org)

%" Nield, L. E.; Qi, X. L.; Valsangiacomo, E.R.; Mamgan, C. K.; Wright, G. A.; Hornberger, L. K.;
Yoo, S.Pediatr. Radiol2005 35, 179-185.

% Al-Hallag, H. A.; River, J. N.; Zamora, M.; Oikawal.; Karczma, G. Sint. J. Radiat. Oncol. Biol.
Phys.1998 41, 151-159.

% Baudelet, C.; Gallez, Bdagn. Reson. Me@002, 48, 980-986.
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2.2.2.3.1. Moléculas utilizadas para oximetria pdviR

Algunos perfluorocarbonos (PFCs) se han desadmllaomo moléculas
sensibles al oxigeno para medidas por MR (Figu8). Zn este método hay una
relacion lineal entre la sefial d& y pG. Su alta hidrofobicidad garantiza la alta
solubilidad de los gases en dichos compuestos trageque los iones son repelidos sin
modificar la relacion con la pOLos PFCs tradicionales se quedan retenidos tefjicd
durante un largo periodo de tiempo, siendo la weaia en el higado de unos cuarenta
dias, lo que permite que se hagan investigacioeashbios cronicos de p@urante
unas semanas sin readministrar mas producto, mlaliebservar la progresion de
hipoxia durante el crecimiento del tumor en el @#oi de unas semanas. Se ha llevado a
cabo un estudio en el que las medidas de giffenidas mediante esta técnica son
similares a las obtenidas usando histografia Eppéffti Otros compuestos como
HMDSO (hexametildisiloxano) también se han utilzadmo moléculas sensibles para
oximetria por MR {H-MRYI) (Figura 2.8)*

F FFF F F F Hsc\ /O\ '/CH3
1o S,
H,C CH,

F
FFFE FF FF

Figura 2.8. PFCs y HMDSO.

“Mason, R. P.; Costantinescu, A.; Hunjan, S.; LeHahn, E. W.; Antich, P. P.; Blum, C.; Peschke, P
Radiat. Res1999 152, 239-249.

¥ parliament, M. B.; Chapman, J. D.; Urtasun, RMZEwan, A. J.; Golberg, L.; Mercer, J. R.; Mannan,
R. H.; Wiebe, L. IBr. J. Cancerl992 65, 90-95.
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2.2.2.3.2. Otros métodos para la imagen de hipoxer MR

La técnica dé®F-RMN tiene una sensibilidad similar a la'#RMN vy tiene la
ventaja de que no tiene ruido en la sefal. Est@doése basa en la formacion de
intermedios que pueden reaccionar con diversos aoempes celulares quedando
atrapados dentro de la célula, permitiendo asiolaparacion de tejido normal con
tejido hipdéxico. En 2006, Sykesopl. demostraron que es factible utilizar una sonda
miniespiral de estado sélido para experimeritBsRMN (Figura 2.9). La frecuencias
similares de resonancia de y °F y el uso omnipresente de fltior en los plasticos y
componentes electrénicos modernos presentan dodagraesafios en el disefio de una
sonda con alta sensibilidad para med{t#$’F-RMN.*

HI[HII HIHA ﬂ

II Ill

Figura 2.9. (A) Vista de la muestra miniespiral. (B) disefid decuno y la disposiciéon que muestra una
vista de los componentes dentro de la sonda. Tladakvisiones estan en milimetrgemada de ref.41).

“l Graether, S. P.; DeVries, J. S.; McDonald, R.;dRadeky, M. L.; Sykes, B. DJ. Magn. Resor2006
178 65-71.
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2.2.2.4. Resonancia de Espin Electronico (ESR)

La resonancia de spin electronico (ESR, en inglésti®n Spin Resonance)
también llamada resonancia paramagnética elecaOr(iEPR, en inglés Electron
Paramagnetic Resonance) es un método para detectagterizar y cuantificar
radicales libres en sistemas biologicos. El deBarrde la baja frecuencia de
instrumentos EPR hace posible la obtencion de raedid muestras biologicasvivo.
Estudios que requieren medidas de distribucion celpale radicales libres de la
muestra pueden llevarse a cabo por imagen EPR JHRBAhdo campos apropiados.
Esta técnica requiere la administracion de agemdesontraste paramagnéticos como
son nitroxidos y radicales triarilmetilicos (Figura10). Las aplicaciones mas
importantes de EPRI son las medidas de, gfH y estados redd¥. El principal
objetivo para continuar desarrollando esta técngsa conseguir las siguientes
caracteristicas: sensibilidad, localizacion, repaililidad, rapidez, no invasividad y
biocompatibilidad del método. Se usan dos técriif@sentes: 1) Inyeccion directa de
materiales paramagnéticos con propiedades espampioas Optimas (con sefiales
Gnicas y una gran capacidad de respuesta a carmdkigsQ). Algunos de estos
materiales pueden presentar interacciones indeseat®n los tejidos, causando
reacciones y perdiendo la capacidad de respuestaxdgeno. Ejemplos de dichos
materiales son ftalocianinas e India Ink (susperesiode nanoparticulas de negro de
carbono en disoluciones acuosas). Esta técnica sstadiado en tejido tumoral de
cerebro, corazon y del musculo esquelético; 2)sidfuintravenosa de agentes solubles

en agua, los cuales atraviesan hasta el tumor.

“2 Charlier, N.; Neyrinck, A. M.; Beghein, N.; DelzemN. M.; Gallez, BMag. Reson. Imag009 27,
565-569.
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Se han descrito imagenes tridimensionales de taldision de oxigeno en el
tumor mediante ES®. Actualmente se han hecho estudios en células alesoen
cultivo con complejos de litio, permitiendo medidds pQ durante unos dias. Esta
técnica se puede combinar con RMN (ESR/RMN) daadsehal de protén que ocurre
por transferencia de polarizacion por radicalegesibdespués de la irradiacion
electromagnética. La ESR es prometedora pero eaciaalidad carece de una

instrumentacion apropiada.

D COK
c DsC—NEA~CD;
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Figura 2.10.Sondas para ESR.

2.2.2.5. Métodos opticos de imagen para medidas lipoxia

La tomografia fotoacustica (PAT, en inglés Photoatio Tomography) se basa
en procesos no invasivos tanto en la deteccidnt@omicas de ultrasonido) como en la
excitacion (radiacion no ionizante). La calidadla® imagenes compite con rayos X o
ultrasonido. Esta técnica se basa en el uso desléiser en el infrarrojo cercano (1064
nm) que se hacen incidir sobre el tejido (FiguddlR.A esa longitud de onda el tejido

presenta mayor esparcimiento 6ptico que absor@amadiacion, es decir, los pulsos de

“3 Elas, M.; Williams, B. B.; Parasca, A.; Mailer,; ®elizzari, C. A.; Lewis, M. A.; River, J. N.;
Karczmar, G. S.; Barth, E. D.; Halpern, Magn. Reson. Me@003 49, 682-691.

“ Drishna, M. C.; English, S.; Yamada, K.; Yoo,Myrugesan, R.; Devasahayam, N.; Cook, J. A.;
Golman, K.; Ardenkjaer-Larsen, J. H.; Subraman&nMitchell, J. B. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
2002, 99, 2216-2221
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radiacion a 1064 nm penetran en el tejido unamtisdade varios centimetros antes de
decaer por completo. A pesar de ello, dicha petiétraes suficiente para incidir sobre
posibles lesiones que pudiesen estar presentdstgide. Cuando dichas lesiones son
promotoras del proceso de neovascularizacion camsecuencia de la proliferacion de
células cancerigenas, entonces existe un aumegeoelado de tejido vascular y por lo
tanto de flujo sanguineo rico en hemoglobina, @tirbglobina, glucosa y agua. En
comparacion con el tejido sano, todos estos cogstites presentan alta absorcion
optica en el infrarrojo y en particular a 1064 nBe este modo, se establecen
condiciones de contraste Optico entre la zona @gittd (alta absorcién éptica) y el
tejido sano (baja absorcion oOptica), el cual puktgr a ser de hasta 100 veces el uno
respecto del otro. La radiacion laser en el infjarcercano es no ionizante y en general
no presenta un riesgo de salud en humanos y doyartpara el tejidd>*°*’ PAT es
una nueva tecnologia muy prometedora que todaviaansido evaluada en humanos

aungue los estudios en animales muestran buendsokes*®

45 Xu, M.; Wang L. V.Rev. Sci. Instrun2006 77,41101.

6 Zhang, h. F.; maslow, K.; Stoica, G.; Wang, L Nat. Biotecnol2006 24,848-851.

*’ Moock, V.; Quispe-Siccha, R. M.; Reyes-Ramirez, Barcia-Segundo, C.; Arambula-Cosio, F.;
Gardufio-Angeles, EXII Simposio Mexicano en Cirugia Asistida por Cotapora y Procesamiento
de Imagenes MédicadEXCAS, 2011.

8 Lungu, G. F.; Li, M. L.; Xie, X.; Wang, L. V.; Sita, G.Int. J. Oncol 2007, 30, 45-54.
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Figura 2.11. Representacion del proceso fisico de esparcimigrabsorcion Optica, formacion de la
fuente de calor y propagacion de pulso ultrasohasia la zona de deteccion (tomada de ref. 45).

2.2. Radiofarmacos nitroimidazoles para imagen deijpoxia

Los compuestos derivados de nitroimidazol han mgilbina atencion especial
como nuevas sondas de imagen para la deteccidipadéehdebido a su facil reduccién
biolégica en condiciones hipoxicas gracias a sa afinidad electronica. Algunos
derivados de 2-nitroimidazol se han aplicado paragen de regiones hipdxicas tanto
en tumores sélidos como en miocardio e isquemigbcal. En 1953 se describié que el
2-nitroimidazol (azomicina) tenia propiedades comatibiotico contra bacterias
anaerobias y protozo8%.Esta toxicidad selectiva fue determinada por slugeion
biologica a especies reactivas en ausencia de raxigk finales del siglo XX se
investigaron compuestos nitroaromaticos deficiemteselectrones para su uso en el
tratamiento del cancer como modificadores quimmpas incrementan la sensibilidad
del tejido hipdxico a la radiacion o a agentes dpiienapeuticos, asi como profarmacos

bioreductores o citotoxinas selectivas para hiptkia

49 Maeda, K.; Osato, T.; Umezawa, H.Antibiot.(Tokyo), 1953 6, 182.
? Kizaka-Kondoh, S.; Konse-Nagasawa,&hncer Sci2009 100, 1366-1373.
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Los requisitos que debe cumplir un marcador ideahigpoxia para el cerebro
son: 1) Que atraviese libremente la barrera heraatadalica (BBB) y que tenga una
alta especificidad. 2) Que tenga una relacion ddaode pQ permitiendo una
estimacion directa. 3) Que tenga una dosificacaworable y que sea saludable para el
uso humano, no téxic8.Los derivados de nitroimidazoles mas comunes ssadmo

marcadores para hipoxia son los recogidos en la&i2.12.

— 18F18F
—\ 18 [\ = __ H
N N/\(\,: NYNMO Nl\ \NMN N/\ \N/\H/NVMS\EF
Y OH “ OH Y OH Y I R,
NO, CH, NO, o,
[*8F]-FMISO [18F]-MISO PIMONIDAZOL [18F]-EF5
123
- 19 [\ —\
Ne N"OCHCR:), OL.N__N N_ N
e OH F/\Q Y y _ Y
N02 HO\ OH N02 ‘. N02
HEXAFLUOROMISONIDAZOL [*8F]-FAZA [123]-1AZCP

Figura 2.12 Marcadores mas utilizados para la deteccion piexia

%0 Takasawa, M.; Moustafa, R. R.; Baron, JS@oke2008 39, 1629-1637.
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2.3.1. Metabolismo de nitroimidazoles

En todas las estructuras de nitroimidazoles comadares de hipoxia el grupo
nitroarilo es un fragmento esencial para su furamaento como agente bioreductor,
uniéndose selectivamente a moléculas del tejidooxidp. Los compuestos
nitroaromaticos son selectivamente reducidos parineas nitroreductasas, como
xantina oxidasa, lipoxigenasas y oxidasas depetadiedte NADPH, bajo condiciones
hipoxicas para formar productos reactivos que puaddrse irreversiblemente con
nucledfilos de macromoléculas celulares. El dexvade 2-nitroimidazol entra a las
células por difusion pasiva, quedando distribuiddarma homogénea en el cuerpo. El
grupo nitro tiene una gran afinidad por los elet#sy aunque menos que el YOpuede
aceptar un electron reduciéndose en el medio ahamaidical -NQ@". En presencia de
O, el anién radical nitro es reoxidado y el marcapgoede abandonar la célula. Sin
embargo, en condiciones hipdxicas donde los nivedesxigeno son bajos, el anién
radical nitro se reduce en una segunda etapa d@nde es posible invertir el proceso.
El radioligando se convierte en un agente alquelapie reacciona indiscriminadamente

con macromoléculas intracelulares, quedando irsgMemente atrapado (Figura
2.13).51,52,53,54,55

La Unica propiedad biolégica de los compuestosipte rtitroarilo es su facil

reduccién, la cual se estima por su potencial ddua@oén>® Los compuestos

! McClelland, R. A.In Advanced Research Workshop on Selective ActivatioBrugs by Redox
ProcessesAdams, G. E.; Breccia, A.; Fiedlen, E. N.; WardmR. Eds. NATO, Plenum Press, New
York, 1990, 125-136.

2 McClelland, R. A.; Panicucci, R.; Rauth, M.Am. Chem. Sot987 109, 4308-4314.

3 Brezden, C. B.; Horn, L.; McClelland, R. A.; Rauth M. Biochem. Pharmacol998 56, 335-344.

* Brezden, C. B.; McClelland, R. A.; Rauth, A. Biochem. Pharmacoll994 48, 361-370.

> Bolton, J. L.; McClelland, R. Al. Am. Chem. So&989 111, 8172-8181.

6 Adams, G. E.; Flockhart, I. R.; Smithen, C. EraSord, I. J.; Wardman, P.; Watts, M. Eadiat. Res.
1976 67, 9-20.
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nitroaromaticos mas investigados contienen 2-miticzol, el cual tiene un potencial
de reduccién de -0,39 V (E[RNMBRNO,] con referencia al electrodo normal de
hidrogeno en agua a pH 7, mas alto que el 4-nitdairol (-0,56 V) y que el 5-
nitroimidazol (-0,47 V}’

a)
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Figura 2.13. Reduccion de'fF]-FMISO en las diferentes células y su unién a macromtaécwa)
tomado de ref. 50, b) tomado de ref. 55.

*"Wardman, PEnviron. Health PerspecL985 64, 309-320.
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Sin embargo, no solo el grupo nitroarilo es impatdaen el compuesto, ya que
el tamafio de la cadena lateral y los diferentepagduncionales que ésta contenga son
necesarios para el control de otras propiedadesatacinéticas, asi como su toxicidad,
distribucion, acumulacion, duracidon de retenciohndarcador en el sitio hipéxico y la
rapidez de aclaramiento de las células normoéxicagarmacocinética y las tasas de
acumulacion dependen de la presencia o ausencigrupms disociables y de la
lipofilia.La lipofilia de una molécula es la capianl de la misma para atravesar la
bicapa lipidica de la célula por difusion pasivaseycuantifica a través del coeficiente
de particién en octanol/agud ¢ logP).>® En general cuando mas alto sea el vald?,de
mayor cantidad de radiotrazador se quedara rete@idando el valor de lo® es
negativo indica hidrofilia, mientras que cuandgesitivo hablamos de lipofili&. Una
de las limitaciones y caracteristicas comunes slenlarcadores tipo 2-nitroimidazol es
su acumulacién lenta en el tejido hipoxico, mosteagefiales de hipoxia no especifica
hasta 1,5-2 horas después de la inyeccién, y amagmodelos animales el tiempo
6ptimo puede ser de hasta 4-18 héfas.

8 Workman, P.; Brown, J. MCancer Chemother. Pharmacalo8], 6, 39-49.

? Kizaka-Kondoh, S.; Konse-Nagasawa,&hncer Sci2009 100, 1366-1373.

% Minn, H.; Gronroos, T. J.; Komar, G.; Eskola, Oehtio, K.; Tuomela, J.; Seppanen, M.; Solin, O.
Curr. Pharm. Des2008 14, 2932-2942.
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2.3.2. Derivados de 2-nitroimidazol como radiomaradores de hipoxia
2.3.2.1. {*F]-FMISO

[*®F]-FMISO es actualmente el radiotrazador mas atiliz en la técnica de
imagen por PET como marcador vivo que permite evaluar de forma no invasiva la
hipoxia. La importancia creciente que se le ha deslalebida a su potencial para
predecir la respuesta al tratamiento y proporcie@h@rondstico de una amplia gama de
procesos patolégicos. FMISO es facil de sintetizarsu uso es seguro en humafios,
aunque las propiedades farmacocinéticas no som&pfpara la obtencién de imagenes
hipéxicas. FMISO tiene un valor de log = 0,40 (coeficiente de particion en
octanol/aguaj? observandose una acumulacién de radioactividaijito hipxico y
un aclaramiento lento de radioactividad en tejidonmoxico. Este valor indica que su
utilidad como agente marcador de hipoxia en ceredwma reducida, limitando su
aplicacion en la obtencidon de imagenes de tejidebcal isquémico por infarto o tumor,
aunque se ha observado una acumulacion de FMIS@!I ererebro, pequefia y
cuantitativa, lo que indica que FMISO es capaz deavesar la barrera
hematoencefalica. Para solucionar algunas de tasgolades farmacocinéticas, se han
descrito diferentes analogos de FMISO con el queeecomparado (Figura 2.14).

9 Lim, J. L.; Berrridge, M. SAppl. Radiat. 1sot1993 44, 1085-1091.
® yvang, D. J.; Wallace, S.; Cherif, A.; Li, C.; Gzet, M. B.; Kim, E. E.; Podoloff, D. ARadiology
1995 194, 755-760.
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Figura 2.14.["%F]-FMISO y analogos.

2.3.2.2. {°F]-FETNIM

La mayor diferencia entre ®)F]-FMISO y [*F]-FETNIM  ([*®F]-
fluoroeritronitroimidazol) es su lipofilia. El valode coeficiente de particion
octanol/agua de cada uno de ellos es 0,40 y 04gecdvamente, donde el mas
hidréfilo es f8F]-FETNIM y el mas lip6filo fF]-FMISO® La acumulacién de ambos
marcadores correlaciona con el estado de oxigerdosetumores pero‘{F]-FETNIM
mostré una sefial mas baja en tejidos normales qadwaon 1¥F]-FMISO®! En otro
estudio se evalud la respuesta a la radioterapl gracientes con cancer de cabeza y

® vang, D. J.; Wallace, S.; Cherif, A.; Li, C.; Gzet, M. B.; Kim, E. E.; Podoloff, D. ARadiology
1995 194, 755-760.

®1 Gronroos, T.; Bentzen, L.; Marjamaki, P.; MuraR; Horsman, M. T.; Keiding, S.; Eskola, O.;
Haaparanta, M.; Minn, H.; Solin, @ur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging004 31, 513-520.
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cuello por imagen PET cof®F]-FETNIM. La alta captacion dé%F]-FETNIM antes de
la radioterapia se asocié con la tendencia hacasupervivencia global pobfe.

2.3.2.3. {°F]-EF5, [*°F]-EF3 y [*®F]-EF1

[*®F]-EF5(2-(2-Nitro-H-imidazol-1-yl)N-(2,2,3,3,3-pentafluoropropil)acetamida)
se distribuye rapida y uniformemente en todos &&lds. Esto junto con su alta
estabilidad como farmadno vivo le hace ser un agente prometedor para la evatudeio

tumores de hipoxia de forma no invasiva.

Se ha comparado la farmacocinética, la biodistridrug el metabolismo de EF3
(2-(2-Nitro-1H-imidazol-1-yl)N-(3,3,3-trifluoropropil)acetamida) con FMISO en
modelos de tumor en roedores, concluyendo que aexboigen propiedades similares y
son capaces de detectar hipoxia, aunque pareastpigltimo es menos especifféo.

En otro estudio con tumores inyectados en ratag)yastro que el aclaramiento
en sangre es mas rapido pal®JEF3 que para'fF]-FMISO. Ambos presentan un
almacenamiento similar en el tumor después de 4shdesde la inyeccién, una
distribucion uniforme y rapida similar en tejidosormales y una distribucion

intratumoral comparable indicando qu#F]-EF3 no es superior &F]-FMISO *

%2 ehtio, K.; Eskola, O.; Wiljanen, T.; Oikinen, \Gronroos, T. ; Sillanmaki, L.; Grenman, R.; Minn H
Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phy2004 59, 971-982.

83 Ziemer, L. S.; Evans, S. M.; Kachur, A. V.; ShumanL.; Cardi, C. A.; Jenkins, W. T.; Karp, J. S.;
Alavi, A.; Dolbier, W. R.; Koch, C. JEur. J. Nucl. Med2003 30, 259-266.

® Mahy, P.; De Bast, M.; De Groot, T.; Chequillaurde; Gillart, J.; Haustermans, K.; Labar, D.;
Gregoire, V.Radiother. Oncol2008 89, 353-360.

 Dubois, L.; Landuyt, W.; Cloetens, L.; Bol, A. pBnans, G. ; Hausternmans, D. ; Labar, D.; Nuyfs, J
Gregoire, V.; Mortelmans, LEur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging009,36,209-218.

37



Antecedentes

[*®F]-EF1  (2-(2-Nitro-H-imidazol-1-yl)-N-(3-fluoropropil)acetamida)  se
estudié en dos tipos de tumores de rata, dondeatedey optimizo la biodistribucidn
del farmaco, demostrando que es un marcador exeefmra la determinacion de

hipoxia en el tumor de forma no invasfa.
2.3.2.4. 1°F]-FAZA y [ 24]-IAZA

Sorger ycol. han comparado la acumulacién selectiva'@e{FMISO y [*F]-
FAZA (1-(6-desoxi-6-}°F]-fluor-a-D-arabinosil)-2-nitroimidazol) en un estudiovitro
en células hipéxicas, mostrando qu¥[-FAZA es capaz de determinar la pén el
mismo orden de magnitud qu&r]-FMISO. En el estudidn vivo, se ha demostrado
que [®F]-FMISO conduce a valores de acumulacién ligeramenperiores a los de
[*®F]-FAZA, aunque la eliminacién de este dltimo eschmumas rapid&’ Existen otros
estudios en los que se compdf&FFMISO y [F]-FAZA en varios tumores en ratones
donde {%F]-FAZA tiene mejores propiedades biocinéticas [défg-FMISO %869

Respecto de f4]-IAZA  (1-(6-desoxi-6-[-*4]-yodo-u-D-arabinosil)-2-nitro-
imidazol), aunque frecuentemente ha sido marcaddais6topos? y *#, algunos
estudios utilizan IAZA marcado cdfl. En un estudio reciente publicado por Reischl y
col. se comparé la imagen de hipoxia enff@JHAZA, [ ®F]-FMISO y [¥F]-FAZA
resultando que FAZA muestra una mayor relaciéncdienalacion en el tumor. Aunque

la proporcién de IAZA se increment6 con el tiemgsta era mas baja que cdfF-

¢ Evans, S.M.; Kachur, A.V.; Shiue, Co Y.; Hustiik; Jenkins; W. T.; Shive, G. G.; Alavi, A.; Lor8,
M.; Dolbier, W. R. Jr.J. Nucl. Med200Q 41, 327-336.

" Sorger, D.; Patt, M.; Kumar, P.; wiebe, L. |.; Bal, H.; Seese, A.; Dannenberg, C.; Tannapfel, A.;
Kluge, R.; Sabri, ONucl. Med. Biol2003 30, 317-326.

% piert, M.; Machulla, H. J.; Picchio, M.; Reisck8,; Ziegler, S.; Kumar, P.; Reischl, G.; Ziegler; S
Kumar, P.; Wester, H-J.; Beck, R.; McEwan, A. J.\Biebe, L. 1.J. Nucl. Med 2005 46, 106-113.

% Reischl. G.; Dorow, D. S.; Cullinane, C.; Datsiffs.; Roselt, P.; Binns, D.; Hicks, R. J. Pharm.
Pharmaceut. Sck007, 10, 203-211.
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FAZA a tiempos mas cortos. Ademas, el estudio dexhagie {°F]-FAZA presenta
una biocinética mejor qué*fi]-IAZA y [ **F]-FMISO.

2.3.2.5. {%F]-FETA

Rasey ycol. han llevado a cabo un estudio donde incubararedifes lineas
celulares tumorales con®f]-FETA (N-(2-[*®F]-fluoroetil)-(2-nitroimidazol-1-il)-
etanamida) a varios tiempos bajo diferentes cormeinhes de © [**F]-FETA vy [‘®F]-
FMISO mostraron dependencias similares de oxigeim, embargo, fF]-FETA
presenta ventajas frente’8-FMISO porque parece metabolizarse menasvo.”® En
otros estudiofn vitro, se determiné la biodistribucion y el metabolisteo[°F]-FETA,
concluyendo que tiene propiedades fisicoquimicascwatlas y es estable a la
degradacion no hipoxica vivo. También se demostré que hay una relacion entre la
hipoxia y la retencion de radiotrazador en el tungague esta relacion estaba validada

por los datos determinados con el electrodo potafiog de oxigend®
2.3.2.6. {°F]-NEFT y [*°F]-NEFA

En 2011, Zha ycol. sintetizaron y evaluaron dos nuevos derivados2de
nitroimidazol como radioligandos para tumores®FENEFA (N-(2-(2-nitro-1H-
imidazol-1-il)etil)-[**F]-fluoroacetamida) y 'fF]-NEFT ([*®F]-fluoracetato de 2-(2-
nitroimidazol-1-il)etilo). Ambos se prepararon coendimientos de 7% y 10%
(decaimiento no corregido) respectivamente, corezag radioquimicas superiores al

98%. Los estudios de biodistribucion en tumoredtgdos en ratones indicaban una

“Rasey, J. S.; Hosfstrand, P. D.; Chin, L. K.; TewysT. J.J. Nucl. Med1999 40, 1072-1079.
1 Barthel, H.; Wilson, H.; Collingridge, D. R.; Brow G.; Osman, S.; Luthra, S. K.; Brady, F.;
Workman, P.; Price, P. M.; Aboagye, E.BJ. J. Cance2004 90, 2232-2242.
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relacion para la biodistribucion en tumor/sangraumor/higado de 0,96 y 0,61 para
NEFA, y 0,98 y 1,10 para NEFT a los 30 minutos eefpamente. Estos valores son
mas altos que los observados para FMISO (0,91 9).0H bajo almacenamiento en
tejidos normales es probablemente debido a laaaedcomposiciom vivo de dichos
radiofarmacos, ya que contienen grupos éster yamigy labiles tanto quimica como
enziméticamente. El i6n fluoroacetato fue el ppatimetabolitoin vivo encontrado

para ambos radioligandds.
2.3.2.7. {°F]-FON y [*®F]-FPN

El valor deseable del coeficiente de particion etamol/agua (lod®) para que
un radiofarmaco atraviese la BBB por difusion yaeda aplicar en neurociencia es 1,5
< log P < 3/% Esto llevé a sintetizar compuestos analogos deSEMllogP = -0,40)*
pero mas lipéfilos modificando tanto la cadena #ilca como el anillo del imidazol. En
1999, Yamamoto y col. sintetizaron TF]-FPN (1-(3-{°F]-fluoropropil)-2-
nitroimidazol) y {°F]-FON (1-(8-{®F]-fluorooctil)-2-nitroimidazol) cuyos valores de
log P son 0,28 y 2,72 respectivamente (Figura 2.15).d&ar lado, los potenciales de
reduccion de estos analogos lipdfilos fueron simfaa FMISO y MISO. Su alta
lipofilia incremento el almacenamiento inicial dé@tmaco en el cerebro normal de rata,
comparado con FMISO, seguido por un aclaramienmdoadel mismo. Ambos
analogos tuvieron una absorcion significativamentnor en el tumor y una menor
relacion tumor/sangre que FMISO. FPN y FON no naer las propiedades

biolégicas de FMISO como agente potencial para @nade hipoxia en cerebfdEn

2Zha, Z.; Zhu, L.; Liu, Y.; Du, F.; Gan, H. ; Qiad,; Dung, HNucl. Med. Biol2011, 38, 501-508.

3 Aboagye, E. ODesign and development of probes for in vivo mdéecand functional Imaging of
cancer and cancer therapies by positron emisiénognaphy (PET);Knablein, J., Ed.; WILEY-VCH,
Weinheim, 2005.

" Yamamoto, F.; Oka, H.; Antoku, S.; Ichiya, Y.; Mds, K.; Maeda, MBiol. Pharm. Bull 1999 22,

590-597.
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2002, este mismo grupo de investigacion descrihiGuevo agente como marcador de
hipoxia cerebral, fF]-4-Br-FPN (4-bromo-1-(3*fF]-fluoropropil)-2-nitroimidazol)
(log P = 1,09). La absorcion inicial en el cerebro da fae significativamente mas alta
comparada con FMISO, seguida de un rapido lavadel earebro. La absorcion en el
tumor también mejord con respecto a FMISO y FPMgaa con baja selectividad. Ni
FON ni FPN mejoraron las propiedades biolégicas aftece FMISO como marcador

para detectar hipoxia en cerebro por imaGen.

Br 18

—\ T\ 18 —\ F
/\/\/\/\/
N N/\/\BF N N/\/\F NN

Y Y
o, - NO,
[“8F]-FPN [*8F]-Br-FPN [*°F]-FON

Figura 2.15.FPN, Br-FPN y FON.
2.3.3. Nuevos radiomarcadores de hipoxia con un sgglo grupo nitroimidazol

La mayoria de marcadores de hipoxia contienen ollo sentro redox
nitroimidazol. En 2009, Mukai gol. sintetizarorf’Ga-DOTA-MN2, un compuesto que
contiene dos fragmentos de 5-nitroimidazol comadrede reconocimiento de la lesiéon
hipoxica (Figura 2.16). Los experimentos de biwoitistion mostraron una captacion
significativa del marcador en el tumor, una ramtiminacion de la sangre y pequefias

acumulaciones en otros tejidos, resultando un baedidato como marcad6t.

S Yamamoto, F.; Aoki, M.; Furusawa, Y.; Ando, K.; Wabara, Y.; Masuda, K.; Sasaki, S.; Maeda, M.
Biol. Pharm. Bull 2002 25, 616-621.

® Mukai, T. ; Suwada, J. ; Sano, K.; Okada, M.; Yam#, F.; Maeda, MBioorg. Med. Chem2009
17, 4285-4289.
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DOTAMNZ2

Figura 2.16.DOTAMNZ2.

En 2012, Huang \col. estudiaron la influencia de mas de un centro redox
nitroimidazol en la molécula (Figura 2.17). Sirgatbn compuestos que contienen un
solo grupo 2-nitroimidazol (log P = 1,59), dos grupos 2-nitroimidazbl (log P =
1,10), un grupo 4-nitroimidazdll (logP = 1,54), dos grupos 4-nitroimidazM (log P
=1,23) y un grupo 2-nitroimidazol junto con un gow-nitroimidazoV (log P = 1,29).
Estos compuestos se complejaron ¢OfTc y se evaluaron como marcadores de
hipoxiain vitro. Los complejos obtenidos cahh y IV no mostraron diferencias entre
células andxicas y norméxicas, sin embargo, el égjmpbtenido corl mostré buena
acumulacion, que se incrementd en 1,3 veces abdimtir un fragmento de 4-
nitroimidazol V' y 2,4 veces mas cuando se introdujo un 2-nitroizoddl . La
diferencia puede atribuirse a un potencial de reidacmenor para el 4-nitroimidazol (-
0,56 V) que para el 2-nitroimidazol (-0,39 ).

""Huang, H.; Zhou, H.; Li, Z.; Wang, X. ; Chu, Bioorg. Med. Chem. Let?012 22, 172-177.
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Figura 2.17.Influencia de los centros redox en los derivadositteimidazol.
2.4. Radiomarcadores de hipoxia no relacionados cantroimidazoles

Se han usado otros agentes de imagen para PEToquantienen un anillo de
nitroimidazol, como son§F]-FDG y Cu-ATSM (Figura 2.18).

NHCH3 NHCH;
N_ N_
HO
(@]
H oﬁ$§w OH Cu— 2 Cu S
= )\
N ~NHCH, NHCH3
H3C
[*8F]-FDG Cu-PTSM Cu-ATSM

Figura 2.18.Marcadores PET de hipoxia (FDG, Cu-PTSM, Cu-ATSM).
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2.4.1. [®F-]FDG (2-deoxy-2-F2F]-fluoro-D-glucosa)

['®F]-FDG es sin duda el radiofarmaco PET mas imptetdrbido no solo a su
aplicacion al estudio de patologias muy diversax) también a sus caracteristicas
metabdlicas y a la rapidez de su sintesis. FD@udlique la glucosa atraviesan la
barrera hematoencefalica y entran facilmente acédslas, inician la via glicolitica
donde la fosforilacion de la misma impide que #eerdda al medio. El oxigeno 2 de la
molécula es necesario para continuar el procesglumlisis, la FDG no puede ser
metabolizada en las células y por ello la FDG-6dfmsformada no entra en la ruta
glicolitica antes de que decaiga la radiactivid@dmo resultado, la distribucion de
['®F]-FDG es un buen reflejo de la distribucién encehsumo y fosforilacién de
glucosa en las células del cuerpSF]-FDG-PET es un método funcional no invasivo
gue se usa para la deteccion de cancer, asi coraospaseguimiento y estado de
respuesta al tratamiento en diferentes tumores.qéeirel almacenamiento de este
radiofarmaco durante su estudio PET depende depie®on de proteinas que estan
controladas por HIF-1, el grado de retencién enomas puede estar relacionado
indirectamente con el nivel de hipoxia. Sin emba@@ndo se trata de relacionar el
consumo de *fF]-FDG en hipoxia tumoral se obtienen resultadostredlictorios.
Estudios in vitro, sugieren que FDG podria acumularse en célula®xicigs
cancerigenas comparadas con células norméxicaserégemas, debido al distinto
metabolismo, aunque experimentonsvivo muestran resultados contradictorios cuando

expresan la correlacién entre su consumo y laendi de hipoxia en tumorés’®8°

®Hara, T.; Bansal, A.; DeGrado, T. Rucl. Med. Bial2006 33, 977-984.

" Busk, M.; Horsman, M. R.; Jakobsen, S.; Bussinkyan Der Kogel, A.; Overgaadr, Bur. J. Nucl.
Med. Mol. Imaging2008 35, 2294-2303.

8 Dearling, J.; Flynn, A.; Sutcliffe-Goulden, J.;tRe, L.; Boden, R.; Green, A.; Boxer, G. M.; Begen
R. H. J.; Pedley, R. Bl. Nucl. Med2004 45, 101-107.

44



Antecedentes

2.4.2. Cu-ATSM

Otra alternativa como radiotrazador para detedtsrxia por imagen PET es el
Cu-ATSM, un complejo de cobre radiactivo con ATSNDigcetil-bis (N4-
metiltiosemicarbazona)). Cu(ll)-ATSM es un complepj@utro lipdfilo, altamente
permeable a la membrana. Las ditiosemicarbazoerasmipropiedades antitumorales
gue se incrementan cuando forman un complejo ca@uello que hace que varios
laboratorios desarrollen ligandos sustituidos dmskBmicarbazonas como potenciales
agentes PEY El primer complejo descrito fue Cu-PTSM (Piruvdiido-bis (N4-
metiltiosemicarbazona) de cobre (Il)) que se prataomo agente para el flujo
sanguineo. Poco después se describio el Cu-ASTMiearupo metilo afladido como
un buen agente para deteccion de hipoxia en miocdtd este caso, el grupo metilo
adicional tiene un efecto pequefio en el Rygero influye de forma importante en el
potencial de reduccion (g), para la reduccion Cu(lyCu(l). Las pruebas en varias
lineas de células tumorales mostraron un increngltalmacenamiento en el tumor de
tres veces respecto de Cu-PSTM. Desafortunadanedrgtecto hipdxico no se mostro
en todas las lineas celulares y algunas de estasostvaron selectividad hipoxica. El
mecanismo de reduccién de Cu(ll)-ATSM a [Cu(])-ATBhkiene lugar en células tanto
hipéxicas como normoxicas, pero en presencia dgeari intracelular el cobre es
rapidamente reoxidado a Cu(ll)-ATSM. En condicioingsoxicas, la reoxidacion es
lenta por lo que el complejo de [Cu(l)-ATSMJe cree que se protona, el Cu marcado
isotopicamente puede disociarse y transferirseras anacromoléculas intracelulares
guedando retenido en las células. Aunque este esmepanismo atractivo

quimicamente, sin embargo, no hay variabilidadditerentes tipos tumoral&s.

8vavere, A. L.; Lewis, J. Dalton Trans.2007, 43, 4893-4902.
82 Nunn, A.; Linder, K.; Strauss, H. VEur. J. Nucl. Med1995 22, 265-280.
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Hay cuatro is6topos de cobre diferentes, emisoegsogitrones, cuyos tiempos
de vida media sorf°Cu (&, = 0,40 horas)®’Cu (t» = 3,32 horas)®*Cu (4, = 0,16
horas) y**Cu (= 12,7 horas). Yuan gol. han demostrado la validez f€u-ATSM
como marcador de hipoxia en la mayoria de los tamagpero no en todos, lo que
plantea preocupaciones con respecto a su utilizgmida identificar hipoxia con gran
certezd® Ademas Lewis ycol. llevaron a cabo un estudio de comparacién entre
imagenes obtenidas c8Cu-ATSM y®‘Cu-ATSM en cancer de cuello de Utero, donde
observaron que la calidad c¥iCu era superior a la &Cu debido al menor ruido de la
sefial, siendo la magnitud de la absorcién en ebtwimilar para ambos. La utilizacion
de ®/Cu-ATSM tiene algunas ventajas conocidas para sad®farmacos usados por
PET para hipoxia, incluyendo ser un método maslsimg sintesis, tener una velocidad
de eliminacion mas rapida en tejidos normoéxicosniegndo un tiempo corto entre la
inyeccion y la imagen, y ser un método simple dentificacion. Esto hace que tenga

cualidades para ser un marcador muy atractivolpoia tumoraf?

2.5. Métodos de sintesis de radiofarmacos fluorados

Desde el punto de vista quimico, los métodos dedatcion de un atomo de
['®F]-flior en una estructura quimica pueden ser méeliaeaccién de fluoracion
electréfila, utilizando fltor molecular'F]-F», o mediante reaccién de fluoracion
nucledfila utilizando i6n fluoruro fF]-F.#° El reactivo marcado isotépicamente

reacciona con el precursor de forma que en unocosppasos sintéticos se forma el

8 Yuan, H.; Schroeder, T.; Bowsher, J. E.; HedlundW.; Wong, T.; Dewhirst, M. WJ. Nucl. Med
2006 47, 989-998.

8 Lewis, J. S.; Laforest, R.; Dehdashti, F.; GrigsByW. ; Welch, M, J. ; Siegel, B. Soc. Nucl. Med.
2008 49, 1177-82.

8 Lasne, M. C.; Perrio, C.; Rouden, J.; Barré, Log&a, D.; Dollé, F.; Crouzel, Chemistry ofs*
Emitting Compounds Based on Fluorine-1&/. Krause Ed.; Topics in Current Chemistry, 222,
Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg, 2002, p. 201.
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radiofarmaco, se purifica y se inyecta. En el camipda radioquimica, la sintesis se
lleva a cabo con un gran exceso de precursor yiveaagespecto del radioligando. Por
esta razon la eficiencia de las reacciones se dwr@eente en rendimiento
radioguimico en lugar de quimico y pueden expreseos decaimiento corregido o sin

corregir.

En la sintesis de compuestos marcados i-ltor una de las caracteristicas
mas importantes para el producto final es la med@t actividad especifica (definida
como la radioactividad por unidad de masa). Estadidaese analiza a partir de
diferentes técnicas como son cromatografia de gasematografia liquida de alta
presion (HPLC, en inglés High-Pressure Liquid Chatography), espectroscopia
ultravioleta (UV) o espectroscopia de masas (EM}a& medidas pueden variar por
razones relacionadas con la calidad del reactivaada utilizado en la sintesis y por la

precision y exactitud de los analisis cromatogoiic

Puede producirsé¥]-fliior por diferentes reacciones nucleares (T&b1d, sin
embargo, las dos mas utilizadas $8e(d)'®F y **0(p,n)*F ya que ambas requieren
energias moderadas de particulas y un bombardeorriente baja para obtener

rendimientos aceptables.

Tabla 2.1 Reacciones nucleares para la producciéfirle
*Ne(do)'*F

Ne(p,2nfF

80(He,p)eF

¥0(a,pn)-eF

18O(p’n)18|:

“NeCHe,n)*Ne, **Ne-'*F
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2.5.1. Fluoracion electrdfila

Aunque la mayoria de radiofarmacos marcados c8R]-flior han sido
preparados mediante reacciones de sustitucion dfilale en algunos casos la
radiosintesis por sustitucion electréfila es mascadda. La limitacibn mas significativa
de las f®F]-fluoraciones electréfilas es la baja actividaspexifica (menos de 10
Ci/mmol) que se obtiene en los productos finales.sgdgundo inconveniente de este
tipo de reaccidon es que el maximo rendimiento dimico que se puede obtener es
del 50% ya que tan solo uno de los dos atomosude flas puede introducirse en el

producto.

La obtencién de'fF]-F, se puede lograr de dos maneras: a) mediante reascio
nucleares’Ne(do)'®F con adicién de pequefias cantidades de gas po(tdes) (c.a.
en inglés, carrier added). Por lo tanto, del flabtenido inicialmente en el blanco, solo
una parte ser&F, puesto que €ffF y el **F son quimicamente indistinguibl&sp)
mediante reacciones nuclearé®(p,n)®F (un método con mayor rendimiento para la
produccién de'fF]-fltior) seguido de una segunda irradiacion dermpacla de gas con
adicion de gas portador (c.a) para iniciar el taerbio de atomos de flubf.La razén
de la adicion de flior molecular no radiactivo ére@ntenedor donde se introduce el
material para ser irradiado es debido a que™6l-F. es muy reactivo y puede se
adsorbido en las paredes del contenedor y enraadide transferencia. Este paso
recibe el nombre de pasivacion y es critico pareeray buenos rendimientos. El
reactivo generalmente se usa en la forma &&]H (reactivo ligeramente

regioselectivo), o se transforma éfiFfhipofluorito de acetilo (CECO[**F]F), el cual

8 Casela, V.; Ido, T.; Wolf, A. P.; Fowler, J. S.aMGregor, R. R.; Ruth, T. J. Nucl. Med198Q 21,
750-757.
87 Nickels, R. J.; Daube, M. E.; Ruth, TIdt. J. Appl. Rad. Isotl984 35, 117-122.
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es menos reactiv® Las radiofluoraciones electréfilas requieren estmas

electrénicamente enriquecidas, como grupos vinidervados aromaticos. En la Figura

2.19 se describen ejemplos de radiosintesis p&tuign electrofila®®**

Hs
[18F]-AcOF
—_—
HsCO

b) 18F
§92H CO,H
o) N o H
N [18F]-AcOF N
P 0” H O
_— >
hoNT NP N—
N TFA H y
!
© o)
NH
NH
NH, NH,

Figura 2.19.Esquema radiosintético de fluoracion electréfitecta con F]-AcOF: a) [°F]-FDOPA
b) Ciclopéptido con’fF]JAcOF.

8 Handbook of Radiopharmaceuticals-Radiochemistry Apglications,Welch, M. J.; Redvanly, C. S.
Eds.; Wiley-Interscience Publishers, New York, 2003

8 Ogawa, M.; Hatano, K.; Oishi, S.; Kawasumi, Y.jiEWN.; Kawaguchi, M.; Doi, M.; Imamura, M.;
Yamamoto, M.; Ajito, K.; Mukai, T.; Saji, H.; Itd{. Nucl. Med. Biol2003 30, 1-9.

% Malik, N.; Solbach, C.; Voelter, W.; Machulla, H. Radioanal. Nucl. Cher201Q 283 757-764.

1 Kilbourn, M. R.; Shao, XFluorine-18 Radiopharmaceutical®©jima, I.; Ed.;Blackwell publishing,
Ltd, 2009, chapter 14.

49



Antecedentes

2.5.2. Fluoracién nucledfila

La mayoria de los*{F]-fluoro trazadores se sintetizan mediante reaesiade
fluoracion nucledfilas. Este es el método mas udeaintroducir flior en una cadena
alifitica por desplazamiento nucledfilo del cormggiente sulfonato o haluro por i6n
fldor. Aunque para este propésito se han utiliz8doruros de metales alcalinos, la
fluoracién con estos compuestos solo se consigecbadiciones vigorosas debido a
su solubilidad limitada en disolventes organica@ssu baja nucleofili& La generacion
de ['°F]-fltor se lleva a cabo por bombardeo d#]-H,O con protones, segin la
reaccion nuclea”O(p,n)®F en disolucién acuosa con una radioactividad éfpealta
(185 GBq umot) y sin adicién de flior molecular (n.c.a. en irsgléo carrier added).
Se trata de un método de preparacion de radioigstbipre de isétopos estables del
elemento, lo que no significa que estén libres aepiesencia dé°F-flior sino
simplemente que ningthiF-flior ha sido deliberadamente afiadido ya seanteiia

generacion del radiondclido o durante la radiosiste

El anién [°F]-fluoruro obtenido (el catién se adiciona al hagmsar la
disolucién a través de un cartucho de carbonatasjmat) se transforma en especies
nucledfilas por eliminacién del4. Un criptando (Kryptofik [2.2.2]) es afiadido con
el fin de reforzar la nucleofilia del flior. La ptade secado se puede evitar afiadiendo
un liquido i6nico como reactivo en el medid.a sustitucién nucledfila se suele llevar a
cabo en disolventes polares apréticos como DMS@etoaitrilo, bajo calentamiento
convencional a 120-150 °C o mediante microonda8 {¥Pdurante un corto tiempo (1-

2 minutos). Los rendimientos radioquimicos deperiieihos sustratos de partida pero

92\Wook, D. K.J. Am. Chem. So2006 128,16394-16397.
% Kim, H. W.; Jeong, J. M.; Lee, Y. S.; Chi, D. Chung, K. H.; Lee, D. S.; Chung, J. K.; Lee, M. C.
Appli. Radiat. 1sot2004,61, 1241-1246.
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pueden llegar al 70%. La mayoria de radiofarmacascados con'fF]-flior suelen
sintetizarse por sustitucion nucledfila en seriitecas o homoaromaticas. En las
series alifaticas normalmente se utilizan derivagmiegenados o sulfonatos (mesilato,
tosilato, nosilato o triflato). La radiosintesis [d&]-FDG y [°F]-FMISO son ejemplos
bien conocidos (Figura 2.20).

[18F]-F-

ACO— Ti0
AcO Ol _oAc — " o AcO
AcO Kriptofix®) 2.2.2 acO

%OAC e

NaOH

HO
HO%OH
HO
lSF

o o [\
18F]-F e HCI
NYN OTs —[Fi* I\I\YN/\|/\18F —_— NYN/Y\wF
OTHP ._ T
7 Kriptofix®) 2.2.2 NO, OTHP \o,

Figura 2.20. Radiosintesis de°F]JFDG y [°F]JFMISO por sustitucién nucledfila.
2.6. Propiedades de'fF]-FMISO
2.6.1. Biodistribucién

[*®F]-FMISO se metaboliza por el higado y se excretaebrifién y la vejigd?
Los datos de biodistribucion en estudios preclmicon ratas han mostrado una mayor
concentracion de actividad en la orina, ademas deldantestino, higado y rifidn,
observando una menor concentracion en la sangre, lbarazén, pulmén, masculos

huesos y cerebr.Resultados similares se han mostrado en humarmpedr.21).

* Flockhart, I. R.; Large, P.; Troup, D.; Malcolm,LS; Marten, T. RXenobiotical978 8, 97-105.
% Tochon-Danguy, H. J.; Sachinidis, J. I.; ChanHall, C.; Cher, L.; Stylli, S.; Hill, J.; Kaye, AScott,
A. M. Nucl. Med. Bial2002 29, 191-197.
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Las curvas de actividad-tiempo han mostrado gsi@ileeles de'fF]-FMISO en
musculo normoéxico y en plasma se igualan en loprBfieros minutos después de la
inyeccién, pero una hora después se observa werci@n selectiva dé¥]-FMISO en
tejido hipoxico que persiste hasta las 2,5 horas, l& cuantificacion de la proporcion
plasma/tumor de'fF]-FMISO es éptima a las 2 horas de la inyecciarando los
tejidos normoxicos se han equilibrado con el plagma tejido hipdxico continda
reteniendo IPF]-FMISO selectivamente, 1o que se traduce en up@mmedida del
volumen de hipoxia. Un histograma completo de lespg@rciones tejido/plasma de
[*®F]-FMISO in vivo elaborado a partir de estudios sobre animalestmaitido definir
que la proporcién normal es menor de 1,3. Por tgntede considerarse un valor para
la proporcién tumor/plasma deé¥f]-FMISO igual o superior de 1,4 a las 2 horas
después de la inyeccién como valor indicativo da hipoxia significativd®®’ En un
estudio reciente, la proporcion tumor/plasma enepées con sarcoma en tejido blando
fue modificada a un valor de 1°2.

% Koh, W. J.; Rasey, J. S.; Evans, M. L.; GriersbrR.; Lewellen, T. K.; Graham, M. M.; Krohn, K_;A.
Griffin, T. W. Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phy&992 22, 199-212.

"Rasey, J. S.; Koh, W. J.; Evans, M. L.; Petersol).; Lewellen, T. K.; Graham, M. M.; Krohn, K. A.
Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phy4996 36, 417-428.

% Rajendran, J. G.; Wilson, D. C.; Conrad, E. UteBs®n, L. M.; Bruckner, J. D.; Rasey, J. S.; Chin,
K.; Hofstrand, P. D.; Grierson, J. R.; Eary, J.Kghn, K. A.Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging003
30, 95-704.
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Figura 2.21.Biodistribucién de TF]-FMISO dos horas después de la inyeccién. Se nota metigidad
en el cerebro, higado e intestino. Se excreta posigema renal y la vejiga (tomada de
www.montoyanuclear.com).

2.6.2. Dosimetria

La dosis efectiva de'§F]-FMISO para un scan por PET es de 0,013 mSv/MBq
en hombres y 0,014 mSv/MBq en mujeres, con unadstéandar de 3,7 MBqg/Kg (0,1
mCi/Kg). La dosis efectiva individual en érganosigagal en hombres que en mujeres.
Asumiendo que la vejiga se vacia en un interval®-dehoras, el 6rgano critico de
recibir la dosis mas alta es la pared de la vefigd21 mGy/MBq en intervalos de 2
horas y 0,029 mGy/MBq en 4 horas). Las dosis ‘8€]-FMISO en el érgano son
comparables con otros test comunes en medicingaruel indican que los limites de
riesgo potencial de radiacién asociada a estudiBS Ron [®F]-FMISO son

aceptable§’

% Grahan, M. M.; Peterson, L. M.; Link, J. M.; JeantM.; Evans, M. L.; Rasey, J. S.; Koh, W.;
Caldwell, J. H.; Krohn, K. AJ. Nucl. Med1997, 38, 1631-1636.
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2.6.3. Aplicaciones de'fF]-FMISO en oncologia

La principal aplicacién de'{F]-FMISO es en el area de la oncologia. Cada dia
esta mas aceptado que la presencia de tejido bip@xoduce resistencia a la quimio y
radioterapia tantén vivo comoin vitro y acelera tumores en progresion. Estudios
vivo sobre animales han mostrado que la retencién eitdac de {°F]-FMISO es
dependiente de la concentracion de oxigeno, coafidm asi estudios vitro, los
cuales muestran que la proporcién HEJFFMISO es 28 veces mayor en condiciones

hipoxicas que en condiciones normoxicas.

Zimmy y col. demostraron que hay una relacién entre la acuwidniale -
FMISO con la medida histografica directa de,@d células cancerigenas renales. En
cancer metastatico de cuello y cabeza, la retencitin [°F]-FMISO es
significativamente mas grande en tumores hipox@qes en tumores normoxicos, con
una fuerte relacién entre los valores de acumutadi® {F]-FMISO y una p@< 5
mmHg!% En sarcoma de tejido blando no es viable la deteate hipoxia en el tumor
ya gue no se encontré ninguna relacion entre labdag de p@con la acumulacién de
[*®F]-FMISO observad®'Asi, [**F]-FMISO se ha estudiado para predecir la respuesta
del tratamiento y la evaluacion del prondstico. 2206 se llevaron a cabo estudios
clinicos en fase I, con pacientes con cancer eazeap cuello, donde se comprobd que

['®F]-FMISO es capaz de predecir pronéstitBs.

19 Zimmy, M.; Gagel, B.; Dimartino, E.; Hamacher, ICoenen, H. H.; Westhofen, M.; Eble, M.; Buell,
U.; Reinartz, P.Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging006 33, 1426-1431.

101 Bentzen, L.; Keiding, S.; Nordsmark, M.; Falbolg; Hansen, S.B.; Keller, J.; Nielsen, O. S.;
Overgaard, JRadiother. Oncol2003 67, 339-344.

192 Rischin, D.; Hicks, R.J.; Fisher, R.; Binns, Dor€y, J.; Porceddu, S.; Peters, LJJClim. Oncol.
2006 24, 2098-2104.
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2.6.4. Aplicaciones de'fF]-FMISO en indicaciones no oncolégicas

[®F]-FMISO también tiene otras aplicaciones no ongicks, como es la
evaluacion de hipoxia cerebral, infarto, miocardpuémico o infecciones anaerobicas.
En un estudio en pacientes con infarto isquémicol@agd °F]-FMISO permitié observar
la penumbra isquémica (tejido cerebral viable gequémico). Otro estudio muestra
que el tejido hipdxico, observado por la acumuladie [®F]-FMISO, esta presente
después de las 42 horas de un infarto isquémicextension espacial de la penumbra
isquémica también se ha caracterizado usando PET-&J-FMISO a las 48 horas
desde el comienzo del infarto. Se ha observado refecion positiva entre la
acumulacion de'fF]-FMISO en el tejido isquémico y el tiempo transitlo desde el
comienzo del infarto en las zonas externas del miseno no en la zona central (Figura
2.22)103

[*®F]-FMISO no ha mostrado tener una absorcién sigatifia en el tejido
adyacente al infartado en una hemorragia intracair® Ademas de en enfermedades
cerebrales, hace mas de una década que se hadevaluaso de'fF]-FMISO en
miocardio isquémico. Estudios con perros han deastla relacion existente entre la
retencién de fF]-FMISO en miocardio isquémicm vivo con la dependencia del

oxigeno'®®

193 Markus, R.; Donnan, G. A.; Kazui, S.; Read, Srako, T.; Scott, A. M.; O'Keefe, G. J.; Tochon-
Danguy, H. J.; Sachinidis, J. I.; Reutens, DNEuroimage2002 16, 425-433.

1% Hirano, T.; Read, S. J.; Abbott, D. F.; Sachinidisl.; Tochon-Danguy, H. J.; Egan, G. F.; Bladin,
F.; Scott, A. M.; McKay, W. J.; Donnan, G. Neurology1999 53, 2179-2182.

195 Shelton, M. E.; Dence, C. S.; Hwang, D. R.; Welgh,J.; Bergmann, S. R. Nucl. Med 1989 30,
351-358.

55



Antecedentes

Figura 2.22. (A) [*®*F]-FMISO marca la penumbra isquémica en el hemesfquierdo del cerebro
(flecha) 22 horas después de los sintomas. (B) deeafarto cerebral agudo. No hay hipoxia evidente
con [%F]-FMISO PET 10 dias después del infarto. Tomadeetiel 1.

2.6. Métodos de sintesis dé°F]-FMISO

[*®F]-FMISO se prepara por fluoracién e hidrélisis gecursortosilato de 3-(2-

nitroimidazol-1-il)-2-(oxan-2-iloxi)propilo (Figur2.23).

(/\N OTs
Y
NO,

Figura 2.23.Precursor de FMISO.

El is6topo radiactivo i6n'fF]-fluoruro se produce en el ciclotrén por bombarde
de K0 con protones, segun la reaccién nucté@atp,n)®F en disolucién acuosa y es
transferido desde el ciclotron al modulo de sistd®®ACERLab Mx disefiado para la
sintesis de'fF]-FDG y adaptado para la sintesis f&JFFMISO. El i6n {°F]-fluoruro
se queda retenido en un cartucho de intercambimiaoi QMA, y se eluye con una
mezcla de Kryptofif 2.2.2/k:CO; en MeCN/HO. El resto de agua enriquecida se
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recupera en el vial a través del tubo conectoruflei@.24). Tras la evaporacion de los
disolventes a sequedad, el precursor disuelto etoritrilo se envia al reactor donde se
encuentra el complejd®F]-fluoruro/Kryptofix® 2.2.2. La sustitucion nucleéfila cofF

se lleva a cabo a 100 °C durante 6 minutos pardenmsnente ir reduciendo
progresivamente la temperatura hasta los 70 °htdu@minutos. A continuacion, el
precursor marcado cof®f]-flior se transfiere a la jeringa (bomba 1) ydisuelve en
agua, se purifica mediante extraccion en fase &dlillizando un cartucho de fase
reversa (C18) colocado entre los conectores 2 De3pués de lavar el cartucho con
agua, el compuesto marcado se eluye con etanedetior. El etanol se evapora a 85 °C
durante 5 minutos. El precursor marcado cdfr]{flior se hidroliza con &cido
clorhidrico 1IN a 105 °C durante 5 minutos en un e@rado y se neutraliza con la
solucion neutralizante (hidréxido de sodio y tampdrato). Finalmente la preparacion
se purifica empleando un cartucho de fase reveZ4&)(y un cartucho de alumina
neutra. El rendimiento radioquimico de la sintesislrededor del 50 % (corregido por
decaimiento) empleando 5-20 mg de precursor, laciim de la sintesis es alrededor de

55 minutos y el volumen de la preparacion final BenL 10610759 108,109

1% 0h, S. J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kim,YI; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryu, J. S.; Moon, D. H
Nucl. Med. Biol2005 32, 899-905.

7 Tang, G.; Wang, M.; Tang, X.; Gan, M.; Luo,Nucl. Med. Bial 2005 32, 553-558.

9 Lim, J. L.; Berridge, M. SAppl. Radiat. Isat1993 44, 1085-1091.

198 Adamsen, T. C. H.; Grierson, J. R.; Krohn, K.JALabelled Compd. Radiophar2005 48, 923-927.

19 patt, M.; Kuntzsch, M.; Machlla, H. J. Radioanal. Nucl. Cheri999 240, 925-927.
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IR

Figura 2.24 Casete desechable para la sintesis™#@-FMISO. Presenta 3 colectores con 5 valvulas
cada uno de ellos. Los colectores 1y 2 estan tahes entre si por un tubo de silicona y el cole2tp 3

por un cartucho de fase reversa C18. La disposidgéros elementos y reactivos en el casete, de
izquierda a derecha son: 1. Tubo conectado aldgalecuperacién de agua enriquecida; 2. Reservorio
cénico unido a un cartucho de intercambio anior{i@dMA); 3. Vial (10 mL) con 7 mL de MeCN
(precinto azul); 4. Jeringa (30 mL) con conexiéret;b. Vial (10 mL) con 10 mg precursor disueltas e

2 mL de MeCN (precinto rojo); 6. Tubo de entradeealctor; 7. Bolsa de agua (250 mL); 8. Vial (10)mL
con 3 mL de &cido clorhidrico 1 N (precinto dorgdh)Vial (10 mL) con 0,85 mL de NaOH 2N y 5 mL
de tampon citrato (precinto verde); 10. Jeringan({3 con conexion Luer con 2 mL de EtOH; 11.
Cartucho de alimina neutra conectado al tubo deasde la mezcla de reaccién; 12. Cartucho de fase
reversa C18; 13. Tubo de conexién del cartuchasde feversa C18 y el casete; 14. Jeringa (30 mL) co
conexion Luer; 15. Tubo de salida. (tomada de Rabefustries Ltd.)
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[*®F]-FMISO se ha preparado por sustitucién nucledilpartir de diferentes
precursores (Esquema 2.Bn 1986 Jerabek gol. describieron la radiosintesis para
[*®F]-FMISO 1a a partir de2 por apertura nucledfila del epéxido usanifF]F TBAF.
Esta radiosintesis estaba propuesta para que uraesg en un solo paso sin una
posterior eliminacion de grupos protectores. Aungiugempo de sintesis fue razonable
(1 hora), el rendimiento radioquimico global fuendsiado bajo (< 19%)° En 2010,
Gouverneur ycol. justificaron este bajo rendimiento aislando cgmnaducto principal
marcado el bicicl®, resultado de la ciclacion intramolecular (viatsusion nucledfila
del grupo nitro) inducido por la apertura nucledfilel epoxido por el i6n*§F]-
fluoruro® Poco mas tarde, Griersorcyl. describen una nueva radiosintesis datale
fue preparado por reaccion del tosilato Bedlicidilo (4) con £F]-fluoruro seguido de
la apertura d& con 2-nitroimidazol ), con un rendimiento de 13+4% y un tiempo de
sintesis de 128+17 minutos (n = 36Y*%%En la actualidad, el procedimiento ha sido
reemplazado por otro método mas fiable y eficiél{t®e este modala se sintetiza a
partir del precurso¥a por sustitucién nucleéfila del grupo tosilato dofF]-fluoruro,
seguido de la desproteccién 8l@or tratamiento con acido clorhidrico y dand&J-
FMISO con un rendimiento del 40-65% en un tiempo siatesis de 40-50
minutos:®®1%” 29 2%| derivado9 también se ha estudiado como precursor pero a pesa

10 jerabek, P.A.; Patrick, T. B.; Kilbourn, M. R.:9bhino, D. D.; Welch, M. JAppl. Radiat. 1sot1986
37, 599-605.

% Bejot, R.; Kersemans, V.; Kelly, C.; Carroll, IKing, R. C.; Gouverneur, Wucl. Med. Biol 201Q
37, 565-575.

1 Grierson, J. R.; Link, J. M.; Mathis, C. A.; RaséyS.; Krohn, K. AJ. Nucl. Med1989 30, 343-350.

“2McCarthy, T. J.; Dence, C. S.; Welch, MAppl. Radiat. 1s0t1993,44, 1129-1132.

"3 Tada, M.; lwata, R.; Sugiyama, H.; Sato, K.; Kuhdf.; Kubota, R.; Takahashi, H.; Fukuda, H.; Ido,
T. J. Labelled Compd. Radiophari®96 38, 771-774.

14 Kamarainen, E. L.; Kyllénen, T.; Nihtila, O.; BJrH.; Solin, Q J. Labelled Compd. Radiopharm
2004,47, 37-45.

1% 0h, S. J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; KimYJ; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryu, J. S.; Moon, D. H
Nucl. Med. Biol2005 32, 899-905.

7 Tang, G.; Wang, M.; Tang, X.; Gan, M.; Luo,Nucl. Med. Biol 2005 32, 553-558.

9 Lim, J. L.; Berridge, M. SAppl. Radiat. Isat1993 44, 1085-1091.
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de que solo difiere déa en el grupo protector, el proceso fue menos efiei€l2-18%)

y necesité un mayor tiempo de sintédts®'’ También se han estudiado otras
alternativas de sintesis. Hwangol. prepararon el bistosilattO y la bromocetond 1.

En el primer caso la incorporacion de flior condajoendimientos del 10-35% con
tiempos de sintesis de 30 minutos, pero desafattimante el grupo tosilato no
sustituido no pudo ser hidrolizado para dar FMI&0.el caso de la bromocetoridl)

la incorporacién de fltior se hizo por intercambéotdilégeno con{F]-TBAF perol1l
descompuso en contacto con el reactivo sin obsarwacorporacion de fldor por lo que
no pudo aplicarse la reduccién posterior del graptona y esta ruta se abandono
(Esquema 2.1}*®

Peterson ycol. llevaron a cabo el estudio farmacocinético de $®lracémico
comparandolo con el enantiomero puro (sintetizadoartir de7a y 4 respectivamente),
concluyendo que los niveles d&€M]-FMISO en musculo/sangre y cerebro/sangre son
similares después de la inyeccion en todos losscdsus autores consideran que la
naturaleza del estereoisdmero no deberia afest@alacteristicas de biodistribucion ni
la afinidad electrénica, o la retencién en célligsxicas, debido a la distancia que
separa el grupo nitro del centro estereogénicoguinesta hipodtesis no se ha

validado!*®

% Bejot, R.; Kersemans, V.; Kelly, C.; Carroll, KKing, R. C.; Gouverneur, Wucl. Med. Biol 201Q
37, 565-575.

S wallace, S.; Yang, D. J.; Cherif, A. US Patent \8%09844, 1995.

118 Cherif, A.; Yang, J. D.; Tansey, W.; Kim, E. E..aWace, SPharm. Res1994 11,466-469.

117 |shikawa, Y.; lwata, R.; Furumoto, S.; Takai,Appl. Radiat. 1s02005 62, 705-710.

18 Hwang, D. R.; Dence, C. S.; Bonasera, R. A.; WelthJ. Appl. Radiat. 1sat1989 40, 117-126.

119 peterson, L. M.; Muzi, M.; Adamsen, T. C. H.; Link. M.; Rajendran, J. G.; Spence, A. M.;
Sharnhorst, J.; Ronhn, K. A. Labelled Compd. Radiophar2007, 50, S423.
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[18F]-TBA*F-0
Krytofix(R) [2.2.2]+[18F]-F-
Tso/\(l ry [ ' ]' 18F/w
H™ "0 H' 0
DMSO
4 5
N
[ Yo, | KoH
N 7| DMF/CH:CN
9-17%
[18F]-TBA*F- 8
DMA, N
° 4_ 1.[18F]-TBA*F- //
)\ 60 °C 1h NO )\NO
NO, — > N + N s e . !
<1% [/ (0] %/\18 2 NaBH. B
(0] N E
OH o
2 3 (68%) 1a "

(7) 45-65%
(9) 12-18%
(10) 10-35%

HCI 1N T

N N

/ \ R 18- [ \

C\l NO, kyptofix( )[2.2.2]+[jF N)\Noz
K(\OTS 18

X

7a X= OTHP 8 X= OTHP
9 X=0Ac 12 X= OAc
10 X=0OTs 13 X= OTs

Esquema 2.1Sintesis de’fF]-FMISO (se indican los rendimientos radioquimjcos

2.8. Métodos de sintesis del precursor d&F]-FMISO

El precursor mas utilizado en la sintesis ‘dE]fFMISO es7, en cuya sintesis el
2-nitroimidazol 6) se une en la Ultima etapa (Esquema 2.2). En 1883y Berridge
describen una sintesis que empieza con glicd4)l (a reaccion con benzaldehido
conduce a la formacion del hidroxiacet&l que por proteccion del grupo hidroxilo con
3,4-dihidro-H-pirano original6 con buenos rendimientos. La desproteccion delayrup
acetal en condiciones suaves Y la tosilacién dglrdsultante conducel&. Por altimo,

la sustitucion nucleodfila del grupo tosilo con Zwoimidazol 6) proporciona7 con un
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rendimiento global del 5% en las cinco etaPaBin embargo, el producto comerctal
€S muy caro y esta sintesis es engorrosa y enc@asos peligrosa, por lo que debido
a su demanda, Adamsercgl. describen en 2005 una sintesis diferente conighm
namero de pasos. La proteccion de 1,3-dibromopr@pain(18) con 3,4-dihidro-Bi-
pirano conduce &9, que por sustitucion nucledfila de bromo con TB&O origina20
con buenos rendimientos. La hidrolisis de los gsugster seguida de la proteccion del
diol resultante con cloruro de tosilo conducg7aque por sustitucion nucledfila cén
proporciona? con un rendimiento global del 18,29.Al igual que la sintesis anterior,
esta es larga y tediosa por lo que poco despudsodh publicaron una tercera sintesis
de solo 3 etapas (21,2%) a partirldeLa proteccién de los grupos hidroxilos primarios
condujo a21, que por reaccion con 3,4-dihidrékdirano generdl?. Por ultimo, se
llevo a cabo la sustitucion nucledfila cér(paso comuin a todas las sintesis) para dar
7.1%° En todas las sintesis la etapa limitante es glaesmiento nucleéfilo de un grupo
tosilato enl17 por 6, con un rendimiento en dicha etapa del 31-41%.dfios los
métodos de sintesis, el precursor de FMISO se rabtieomo una mezcla de

diastereoisémeros.

*9Lim, J. L.; Berridge, M. SAppl. Radiat. 1sot1993 44, 1085-1091.

19 Adamsen, T. C. H.; Grierson, J. R.; Krohn, K.JALabelled Compd. Radiophar005 48, 923-927.

1% 0h, S. J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kim,Ya; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryu, J. S.; Moon, D. H
Nucl. Med. Biol2005 32, 899-905.
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CHO
©/ DHP
HO/\/\ OH — o (6] PPTS
OH Benceno o
PTSA HO THF
14 250 15 75% THPO
el 8% 1)Na, NHs
S (2 pasos) | 2)TsCl,
piridina 7 /\NH
69% piridina /L (\
N
DHP, PPTS, DCM 6 ’ OTHP
> TsO oTs —————> 0,
Ts0” > 0Ts csco,
OH 99% 17 OTHP DME
Rto: 5-21.2%
21 31-41% ! °
1)NHa/MeOH
2)TsCl, piridina
74% (2 pasos)
DHP
PPTS TBA*ACO /I
Br Br 5 Br/\(\Br ————» AcO OAc
OH THF OTHP K2CO3 OTHP
80% MeCN
18 19 77% 20

Esquema 2.2Sintesis descritas para el precursor de FMISO.

2.9. Reactividad y sintesis de 2-nitroimidazol

2.9.1. Introduccion

El grupo nitro en nitroimidazoles, como los 2-nitn@azoles, tiene efecto
mesémero e inductivo, esto provoca una retiradaebitrones en el ndcleo
heterociclico y como consecuencia, la densidadtréldca en el heterociclo se ve
reducida. El efecto es una desactivacion del inoidan sustituciones electroéfilas. 2-
nitroimidazol es una base mucho mas débil que ielainol y posee propiedades acidas

mas fuertes. 2-nitroimidazol y sus derivados aéglok son estables en disoluciones
alcalinas.
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La rapida transferencia intramolecular del protonpermite el aislamiento de
los tautémerosC-4 y C-5 de 2-nitroimidazol. Sin embargo, si el nitrégexd esta

sustituido entonces no existe tautomeria.

R

= o R>=\ H* =

N~

;
~ S = H-Ny
o & o e o
PKar = 7,15 pKap = -0,81

R)L

H-NN

b

NO,

Esquema 2.3Protonacion/desprotonacion y tautomeria de 2imidazoles C-monosustituidos

2.9.2. Reactividad

2.9.2.1. Alguilacion

La alquilacion de 2-nitroimidazol en medio alcalitiene lugar en el nitrégeno
después de la desprotonacion. Se han descrito mpchoedimientos hasta la fecha. En
1964 Beaman yol. describieron un método de alquilacion en presedeiaina base
fuerte donde se usaron halogenuros de alquilo err @Bbmo disolvente (Esquema

2.4a), sin embargo, en algunos casos se obtuvienmfimientos bajo’1#!122123.12&¢

120 Beaman, A. G.; Tautz, W.; Gabriel, T.; Keller, @gome, V.; Duschinsky, RAntimicrob. Agents
Chemother1964 469-477.

121 Adebayo, A. T. O. M.; Bowman, W. R.; Salt, W. Getrahedron letl.986 27,1943-1946.

122 Hodgkiss, R. J.; Jone, G. W.; Long, A.; Middletén,W.; Parrik, J.; Stratford, M. R. L.; Wardman; P
Wilson, G. D.J. Med. Cheml991, 34, 2268-2274.

123 perlman, M. E.; Dunn, J. A.; Piscitelli, T. A.affe, J.; Rose, W. C.; Wampler, G. L.; MacDiarmid,
E.; Bardos, T. . Med. Cheml991, 34, 1400-1407.
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obtuvieron rendimientos mejores por alquilacionpessencia de éteres corona en fase
homogénea (Esquema 2.46).0tro método similar fue la preparacién de la sal d
tetrabutilamonio de 2-nitroimidazol y su reacciooncel halogenuro de alquilo
correspondiente utilizando un disolvente organisg(iema 2.4¢¥° Un procedimiento

habitual de alquilacién es utilizar un epéxido costectrofilo (Esquema 2.4d5>1%7

a) R-X (X= Cl, Br,])
NaOCH3; DMF
I\ Reflujo [\
N N N N-g
Y R=alquilo, arilalquilo Y
NO, 0,
b) 0
Br
=\ \)J\OCHg, eVt
Ng NH s N N\)J\OCHg
\f 15-éter corona-5, MeCN Y
NO2  250c, 3h, 98% NO,
© BusN*B 0
Uy r
=\ NaOH o) Br\)LOCHs =~
No NH —— NN~ *NBug ——» N N\/U\OCH3
Y Y DMF
NO, NO, t.a. 60% NO;
d) &/—OR
N OH
o o N\)\/OR
N. NH N\Y
K2COgs, EtOH NO
NO, Reflujo 2

Esquema 2.4Métodos de alquilacién de 2-nitroimidazol.

124Beaman, A. G.; Tautz, W.; Duschinsky, Atimicrob. Agents Chemothdr968 520-530.

125 ong, A.; Parrick, J.; Hodgkiss, R.Synthesid 991, 709-713.

126 gearcey, M.; Pye, P. L.; Lee, J. Bynth. Commuri989 19, 1309-1315.

127 Hori, H.; Jin, C. Z.; Kiyono, M.; Kasai, S.; Shimara, M.; Inayama, SBioorg. Med. Cheni997, 5,
591-599.
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2.9.2.2. Bromacién

En 1963, Lancini xol. describieron la bromaciéon conBracido acético donde
el grupo nitro fue sustituido por un bromo para #a,5-tribromoimidazol (Esquema
2.5a)'%® Afios después, Palmer y Denny llevaron a cabo tidiesde bromacion
directa de 2-nitroimidazol, en particular paraeiizar el 4(5)-bromo-2-nitroimidazt?
Cuando utilizaron un equivalente tebromosucinimida se obtuvo el inesperado 4,5-
dibromo-2-nitroimidazol y se recuperé producto dartida. Cuando se bajo la
temperatura para una mayor selectividad los refdtase repitieron. Cuando se
utilizaron 2 equivalentes de NBS en DMF, se obt@voproducto dibromado con
rendimientos casi cuantitativos. En este mismoajmlse estudio la bromacién de 1-
metil-2-nitroimidazol utilizando las mismas condices y se obtuvo el producto
monobromado con buenos rendimientos (Esquema ABbk mas tarde, McClelland y
col. estudiaron diferentes condiciones para la preparadel 4-bromo-1-metil-2-

nitroimidazol**°

a) Br Br B

r
—=( NBS //\  Br, CHCOOH  )=(

NH —=— Ng NH NH

Br

N
Y b Y
NO, NO, Br
Br
b) ™\ NBS >=\
NYN\CHS —_— NYN\CHS
NO, NO,

Esquema 2.5Bromacion del 2-nitroimidazol y derivados.

128 ancini, G. C.; Maggi, N.; Sensi, Parmaco. Ed. Scil963 18, 390.
129 palmer, B. D.; Denny, W. Al. Chem. Soc. Perkin Trans1989 95-99.
0 Farah, S. F.; McClelland, R. &an. J. Cheml993 71, 427-432.
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2.9.2.3. Reduccién de 2-nitroimidazol

La reduccion de 2-nitroimidazol da lugar a 2-ammmdiazol por captacion de 6
electrones, la captacion de solo 4 electrones dar Il hidroxilaminoimidazol
(Esquema 2.6). Otro método de reduccidn bastartitulh para 2-nitroimidazol es la
adicion de un metal, como por ejemplo Ziff>*McClelland ycol. observaron estos

procesos bajo condiciones fisiolégicas en algumosados de 2-nitroimidazol.

— 2 e — 2 e —\ 2e [\
NYNH——_) NYNH ——» N _NH—>N_NH

NO, NO NHOH NH,

Esquema 2.6 Reduccion de 2-nitroimidazol.
2.9.2.4. Reacciones de acoplamiento C-C catalizadas paladio
2.9.2.4.1. La quimica del paladio

Las reacciones de acoplamiento carbono-carbono) (€x@alizadas por paladio
se han convertido en uno de los procesos de matenés en quimica organica. Los
compuestos organometalicos son ideales para lesvartabo debido a que la polaridad
del enlace carbono-metal confiere un carécter piiteal carbono unido a él, haciendo
gue éste pueda reaccionar con electréfilos orgardoaduciendo a la formacion de un
enlace sencillo C-C. Estas reacciones siguen ua catalitico coman. Consta de tres
etapas: a) Adicion oxidante del electrofilo sobre@mplejo de Pd(0) formando una

especie de Pd(Il) que es a menudo la etapa detanteiren el ciclo catalitico. La

18lvarghese, A. J.; Whitmore, G. Ehem. Biol. Interaction$985 56, 269-287.
52 McClelland, R. A.; Panicucci, R.; Rauth, M.Am. Chem. Sot987 109, 4308-4314.
%5 Bolton, J. L.; McClelland, R. Al. Am. Chem. Sot989 111, 8172-8181.
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reactividad relativa del enlace C-X del electrofilecrece en el orden | > OTf > Br >>
Cl. Se puede usar una amplia gama de complejos djdesiR embargo, el mas
comunmente utilizado es el Pd(RRBhpero PdCJ(PPh),, Pd(OAc} y otras fosfinas
pueden ser también eficientes para activar el POjdn segundo lugar, se produce la
transmetalacion con el reactivo organometalico s en el medio generando un
nuevo complejo de Pd(ll) que presenta los dos coemes carbonados a acoplar
enlazados al metal. Cuando hay mas de un grupoo uaidmetal, el orden de
transmetalacion para los diferentes sustituyergeslquinilo > vinilo > arilo > alilo ~
bencilo >> alquilo, c) Finalmente se produce langiacion reductora que conduce al
producto final de acoplamiento cruzado y regenaraspecie de Pd(0) que reinicia el
ciclo catalitico (Esquema 2.%¥ Sin embargo, los detalles de cada etapa, soboed®d
la transmetalacion, no se conocen en toda su é&terys ademas dependen del

nucledfilo utilizado en cada reaccién de acoplamiéit

1321 i, J. J.; Gribble, G. W. Tetrahedron Organic Cistry SeriesPalladium in Heterocyclic Chemistry;

Baldwin, J. E.; Willians, R. M.; Eds.; Elservieri&ace: Oxford, 2000, Vol. 20.
133 Diederich, F.; Stang, P. Nletal-Catalyzed Cross-coupling Reactipiéiley-Vch: Winheim, 1998.
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Eliminacién reductora

R PdPLn
-X L
Adicion
M-X oxidante
Transmetalacion
Rl\
Pd IILn
R-M X

Esquema 2.7 Mecanismo de reaccion de acoplamiento C-C cat#iz por Pd.

Entre las diversas reacciones de acoplamientorbermas spcatalizadas por Pd
para la formacion de enlaces C-C, la diferenciaceaén el metal que va unido al

fragmento nucledfilo (Esquema 2.8).

catalizador _

R-X 4+ R-M R-R* + M-X
Ry R’ tienen hibridacion $p

X=1, OSCCFs, Br, ClI

M= Sn, B, Zr, Zn

Catalizador= Pd (a veces Ni)

Esquema 2.8.Esquema general de una reaccién de acoplamiento C-C
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Dependiendo del metal las reacciones se denomiBdlie (Sn)** Suzuki-
Miyaura (B)'** Sonogashira (Cu-alquinoSf Kumada-Corriu (Mg)*’ y Negishi
(Zn).138

2.9.2.4.2. Reacciones de Suzuki-Miyaura

Desde su descubrimiento en 1979, la reaccion deksMiyaura ha sido una de
las herramientas mas poderosas para la construdeidenlaces C-C. Esta reaccion
implica el acoplamiento de un electrofilo organicomo pueden ser triflatos o haluros
de arilo o alquenilo, con un acido borénico, urab@de dialquilo o un trifluorborato en

presencia de una base.

El ciclo general para esta reaccién se muestrd esgeiema 2.7, donde tiene
lugar la adicién oxidante de un haluro de arilonacamplejo de Pd(0) para formar un
intermedio de haluro de arilpaladio. La transmeiala con un acido boronico y la
posterior eliminacion reductora conduce al corradpmnte producto de acoplamiento y
se regenera el complejo de Pd(0). Las bases cormiarempleadas en esta reaccion
son NaPQOy, N&CO;, KsPOy K2CO;s hidroxidos y alcoxidos. Estas bases se pueden usar
en disolucidon acuosa o como suspension en dioxaDMB. El papel de la base es
facilitar la transmetalacion formando especies nrasactivas como son los

boronatog?>914°

134 Espintet, P.; Echavarren, A. Mngew. Chem. Int. EQ004 43, 4704-4734.

135 Miyaura, N.; Suzuki, AChem. Rew1995 95, 2487-2483.

1% Sonogashira, K.; Tohda, Y.; Hagihara, Tétrahedron Lett1975 4467-4470.

137 Tamao, K.; Sumitani, K.; Kumada, M. Am. Chem. Sot972 94, 4374-4376.

138 Negishi, E.; Anastasia, LGhem. Rev2003 103 1979-2017.

139 Miyaura, N. JOrganomet. Chen2002, 653, 54-57.

190 glagt, V. F.; De Vries, A. H. M. ; De Vries, J. Kellogg, R. M.Org. Process Res. De201Q 14,
30-47.
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Las reacciones de Suzuki-Miyaura han demostrado es¢remadamente
versatiles y han encontrado un uso extensivo eress$nde productos naturales y
sintesis heterociclica. Ademas, la facil preparaai@ organoboranos y su relativa
estabilidad al aire y al agua, combinado con lasvesl condiciones de reaccion y
subproductos menos toxicos, han hecho de estaiGrame proceso muy utilizado en

quimica organica*

Poco se ha descrito sobre reacciones de acoplam@fat en nitroimidazoles.
En mayo de 2009, Vanelle gicfueron los primeros en publicar una serie de reaed
de acoplamiento C-C catalizadas por paladio y eadé$es por microondas a partir de 4-
bromo-1,2-dimetil-5-nitro-#H-imidazol y una gran variedad de &cidos aril, luatsl y

estiril borénicos con buenos rendimientos (Esqu2g*?

X
O:N Br B(OH), Pd(PPhs)s
>=< + @ 3,4% mol NO,
H.c-N__N - —
3 Y X Na2CO3 N N
CH, DME-EtOH Y ~CHy

MO 150 °C CH
60-98% 3

Esquema 2.9 Acoplamiento C-C del derivado 5-nitroimidazol.

Poco mas tarde, El-Abadelah yl.cllevaron a cabo una sintesis de 5-aril-1-
metil-4-nitroimidazoles en agua por reaccion deldsee1-metil-4-nitroimidazol con
acidos arilborénicos mediante reaccion de SuzuliaMiia usando dicloro bis-
(trifenilfosfina) paladio (I) (3% en mol) como edizador, KCO; y TBAB como
aditivo. Las reacciones de acoplamiento catalizauasPd mejoran en presencia de
TBAB. Se ha observado que la velocidad de acopla@mi@umenta con la estabilidad de

I Nicolau, K. C.; Bulger, P. G.; Sarlah, Bngew. Chem. InR005 44, 4442-4489.
142 Crozet, M. D.; Zink, L.; Remusat, V.; Curti, C.aNelle, PSynthesi®009 18, 315-3156.
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nanoparticulas coloidales de paladio que actUaroaatalizadores en el acoplamiento
de Suzuki** Ademaés, la presencia de grupos fuertemente edGioiores como un
grupo nitro en el anillo del imidazol facilita egieoceso de acoplamiento, obteniéndose
buenos rendimientos (57-75%) (Esquema 2:40).

Pd(PPhs),Cl;
cl NO, B(OH), TBAB
=+
~N N
H3C\os X Hzo HaC~ N
75-80 °C
5-8h

Esquema 2.10Acoplamiento C-C de 4-nitroimidazol.

En la literatura existen muchos mas ejemplos dedacion de Suzuki-Miyaura
sobre imidazoles que no llevan un sustituyente hjgrobablemente debido a que se
encuentran en muchos compuestos con actividadgitel§ productos naturalé®’ Los
avances recientes en catalisis organometalica, icmide la coordinaciéon y quimica
verde han extendido el uso de imidazoles a suamidic como liquidos i6nicd® y
carbenosN-heterociclicos establé$’ Esto hace que la investigacién y la industria

tengan gran interés en la preparacion y funcioaeiin de derivados de imidazofé8.

Se han descrito acoplamientos de Suzuki en todgsoksiciones del heterociclo,
pudiendo funcionalizarse en las posiciones 2, 4gl%nillo.

193 Reetz, M. T.; Westermann, Bngew. Chem. Int., Ed. Engi00Q 39, 165-168.

“*Saadeh, H. A.; Mosleh, I. M.; El-Abadelah, M. Molecules2009 14, 2758-2767.

195 Schniich, M.; Flasik, R.; Khan, A. F.; Spina, M.ihivilovic, M. D.; Stanetty, PEur. J. Org. Chem
2006 3283-3307.

148 \Wasserscheid, P.; Keim, Wngew. Chem., Int. E@00Q 39, 3772-3789.

" Herrmann, W. AAngew. Chem., Int. E2002 41, 1290-1309.

“® De Luca, L.Curr. Med. Chem2006 13, 1-23.
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A pesar de la gran variedad de productos natucglescontienen un fragmento
de imidazol se conocen muy pocos ejemplos en elegte fragmento actie como
nucleodfilo en reacciones de Suzuki. Al igual que lanmayoria de los sistemas
heterociclicos, la formacion de acidos boronicotaeserie de azoles es una tarea dificil
y no se logra a menudo. Parece que estos compuestes una estabilidad limitada
debido a la rapida desboronacion, especialmentasecondiciones basicas requeridas
en las reacciones de acoplamiento de Suzuki-Miy&na 998, Ohta gol. sintetizaron
in situun acido 5-imidazolboronico por litiacion seleetien la posicion C(5) a partir de
un imidazol 1,2-diprotegido. Sin embargo, la redecde acoplamiento con un 3-
bromoindol dio el producto esperado en solo un E$ggema 2.1

N . N
BuLi 1.B(OMe)3
[N\>\5Ph Li/Z'N%SPh —_—>
\

\ 2.H,0
SEM SEM
Br
@ /
/ \ N SPh
SPh TBS \
B(OH),” "N \, SEM
SEM |
N
TBS

Esquema 2.11Acoplamiento C-C a partir del acido imidazolbao@n

Cuando se investigd la ruta de sintesis inversapfalensacion de 5-bromo-
imidazol con el acido 3-indolboronico la reacci@ atoplamiento dio el producto de

acoplamiento con buen rendimiento (79%) (Esquerh2)2.

149 Kawasaki, I.; Yamashita, M.; Ohta, iSeterocycle€998 48, 1887-1901.
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1-BuLi N N
THF,-78°C [\>\8ph [ Do
Br  2.B(OMe)s BOHL BN N Sen
3.H;0 SEM
oy 2 o A
N N Pd(Phs)s N
TBS TBS Na;CO3 TBS

Esquema 2.12Acoplamiento C-C a partir del acido indolborénico

En la ultima década se ha prestado mucha atentidasarrollo de métodos
eficientes para la preparacion de 4(5)-arilimidaggbor sus importantes propiedades
bioldgicas y farmacoldgicas. Raulcyl. describieron un método nuevo y eficiente para
la preparacion de derivados de éster de pinac@aléd 4(5)-imidazolbordnico seguido
de una reaccién de Suzuki-Miyaura con un amplioemdnde haluros de heteroarilo con
buenos rendimientos, permitiendo facilmente laoshiiccion de fragmentos imidazol en
estructuras variadas que incluyen los grupos sessidN, COOEt, CHO (Esquema
2.13)1°

150 primas, N.; Mahatsekake, C.; Bouillon, A.; LantelbC. ; Santos. J. S. O.; Lohier, J. F.; Railt,
Tetrahedron2008 64, 4596-4601.
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N
1.BulLi
1. BULi/TMEDA |\
1.NaH -78°C 0 /(>\E
2. B(OiPr, ~
( b T [ )e 220P >§<g Y
: HP

| 2B THF THP 3. Pinacol HP
H O\ T 4. AcOH
E=Cl, Br, | THF, -78 °C
(0] Cl 88% H latm.
THF, 0 °C- t.a. Pd/C
85% MeOH 0 °C
Br N
N X SN /[ N\>
/ \> - 0 \
X N CsF, Cul O THP
THP Pd(PPhs)s
DMF 100 °C

Esquema 2.13Sintesis de 4(5)-arilimidazoles.

Se han descritos otros acidos imidazolboronicosdelosl acido bordnico se
encuentra en las posiciones 2, 4 y 5 del anillguAbs ejemplos se indican en el
Esquema 2.14. Unicamente el acido imidazol-2-bomeis asequible comercialmente
(Sigma-Aldrich).

OH

!

OH OH

/OH /OH y E?H B’ HO’B/ N

B H B Me HO- HO- HO- \t\

TOTNEN PO [ \ z//lii \EXS N>
N N N N e

H CH3 Me
Me Me
Me Me Me
Me Me Me
Me OH Me 0o Me o
/ O 1
Mi% B H O—B
N

SR s S s T

oy "L é ) TQ

Esquema 2.14Ejemplos de acidos imidazolboroénicos y derivados.
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Cuando se utilizan haloimidazoles, éstos puedaraacomo electréfilos en las
reacciones de Suzuki. La bromacién regioselectiviagosicionC4 se ha conseguido
por reaccion entre un 1,5-dialquilimidazol con NB%S MeCN. El acoplamiento C-C
por reaccion de Suzuki de 1-bencil-4-bromo-5-mmatdiazol con acido fenilborénico
dio el compuesto deseado con un rendimiento del @8Guema 2.15). Sin embargo,
cuando se llevd a cabo la correspondiente reaat®08tille con feniltrimetilestafio se

obtuvo un rendimiento moderado del 51%s.

Br PhB(OH),

i N\ NBS, MeCN N Pd(PPhy),
Y T Ty R
N 95% N Na,COs >
Bn gn  Tolueno N
H,O/EtOH Bn

reflujo 93%

Esquema 2.15Bromacion regioselectiva seguida de reaccion dplagoento de Suziki.

Se han descrito relativamente pocos métodos parafotenacion de
arilimidazoles. Heerding gol. han descrito la reaccion de acoplamiento del a8ido
tienilborénico con el 4(5)-iodoimidazol obtenienabd diarilo esperado con buenos
rendimientos>! Mas recientemente, Bellinacpl. han estudiado la reaccién de Suzuki
de 4(5)-bromoimidazol con varios &cidos arilborésic Obtuvieron buenos
rendimientos cuando utilizaban acidos cloro-, mietgxmetilendioxifenilboronicos,
pero observaron que este método no era eficienpeesencia de grupos sensibles como

el formilo.}*? Sin embargo, Teixido gol. llevaron a cabo con buenos rendimientos una

321§, J. J.; Gribble, G. W. Tetrahedron Organic Cistrg SeriesPalladium in Heterocyclic Chemistry;
Baldwin, J. E.; Willians, R. M.; Ed.; Elservier 8ace: Oxford, 2000, Vol. 20.

*1 Heerding, D. A.; Chan, G.; DeWolf, W. E.; Fosbery P.; Janson, C. A.; Jaworski, D. D.; McManus,
E.; Miller, W. H.; Moore, T. D.; Payne, D. J.; QuiX.; Rittenhouse, S. F.; Slater-Radosti, C.; Smith
W.; Takata, D. T.; Vaidya, K. S.; Yuan, C. C. K.uffman, W. F.Bioorg. Med. Chem. Let200], 11,
2061-2065.

%2 Bellina, F.; Cauteruccio, S.; Rossi,R.Org. Chem2007, 72, 8543.
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doble reaccion de acoplamiento en la posiddiny C5°de un biimidazol sustituido
(Esquema 2.16%°

B(OH),
Q/ Bu: Bu

Br N N_ _Br Bd . N
I\ /NI Pd(PPha)s, Na;CO = | > |
a;
one EEM SEM cHo Toluen07E4tYOH2 ’ onc” N N">cHo
SEM SEM

Esquema 2.16 Doble reaccién de acoplamiento en presencia dgupo fenilo.

Belina ycol. estudiaron la arilacion directa €15 catalizada por Pd de 1-metil-
1H-imidazol con yoduros y bromuros de arilo para prap 5-aril-1-metil-imidazoles,
seguido de la bromacion regioselectivaG4 por tratamiento con NBS en un segundo
paso. Por ultimo, una posterior reaccion de acoplatm de Suzuki-Miyaura catalizada
con Pd permiti6 obtener 4,5-diaril-1-metiHimidazoles. La aportacibn mas
importante de este procedimiento es que permiteapae derivados de imidazoles con
buenos rendimientos, alta regioselectividad y 8udts por arilost-excedentes yt-

deficientes en las posiciones 4 y 5 del anilloiniédiazol (Esquema 2.1#5¢

" Pd((f)AT) L Me NBS A, Me ArZB(OH), An Me
P (2-furi !
[ + anx (2-furil)s n/1> MeCN. ta "N PdCLPPh, IN
—_— Y
N CsF, PhMe N BN CsF,BnEt;NCl  ap” N
°C, 48h
Me 110 °C, PhMe/H,0
60 °C

Esquema 2.17 Arilacion directa de 1-metilimidazol y preparatide imidazoles 4,5-diaril-sustituiddos.

153 Nonell, S.; Borrell, J. I.; Borros, S.; Colomina; Rey, O.; Rubio, N.; Sanchez-Garcia, D.; Teixid
J.Eur. J. Org. Chen2003 1635-1640.
154 Bellina, F.; Cauteruccio, S.; Fiore, A. D.; Ro$®iEur. J. Org. Chem2008 5436-5445.
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Recientemente, Kumaragpl. describen una nueva sintesis eficiente por aritacio
directa catalizada con complejos de Pd para lanokite de 5-aril-1-metil-#-

imidazoles utilizando microondas (Esquema 2:18).

2,5%mol Me
N catalizador - ]
[ S g T AX TN>\
N 18 h.convencional. N/ R

R=H, CH3

Esquema 2.18Arilacion directa por calentamiento con microosida
2.9.3. Sintesis de 2-nitroimidazoles
2.9.3.1. A partir de 1-tritilimidazoles

Dwight y col. describieron la sintesis de 2-nitroimidazoles artip 1-
tritilimidazoles preparados por proteccion de lawrespondientes imidazoles. El
tratramiento de 1-tritilimidazoles con butillitioneTHF a 0 °C da lugar a los
correspondientes 2-litio-derivados. La reacciored®ms con nitrato de propilo origina
los 2-nitro-1-tritilimidazoles, los cuales, por fotisis acida dan lugar a los

correpondientes 2-nitroimidazoles con rendimiedels27-35% (Esquema 2.15¥.

R R
>=\ PhsCCl >:\ BuLi >:\ PrONO, >:\ HsO+ >:\

N NH — N _N-~cph » N N~cphy = > N N-cphy —> N __NH
Y EtsN Y 5 THF Y 3 \( X

R=H, CH3, CHon
Esquema 2.19Sintesis de 2-nitroimidazoles a partir de 1hmiidazoles.

1% Kumar, P. V.; Lin, W. S.; Shen, J. S.; Nandi, Deg, H. M.Organometallics2011, 30, 5160-5169.
1% Dwight, P. D.; Kenneth, L. K.; Cohen, V. L. Heterocycl. Chen1982,19, 253-256.
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2.9.3.2. Por diazotacion-nitracion u oxidacién de-a2minoimidazoles

2.9.3.2.1. Sintesis de 2-aminoimidazoles

__ Diazotacién u
ro Oxidacion [\
NYN H . . NYN H

NH2 N()2

Esquema 2.20Sintesis de 2-nitroimidazol.

Los 2-aminoimidazoles constituyen una clase ingmet de heterociclos ya que
forman parte de productos con actividad farmacobgide varios metabolitos, algunos
de los cuales son por ejemplo, antagonistas patergeeptores de serotonina y
receptores de histamina. 2-aminoimidazol es elyrtadde partida para la sintesis de
azomicina y sus homologos, los cuales tienen detilviantibacteriana y actividad
antiprotozoal. El primer método se describié en218dr Pyman yol. quienes llevaron
a cabo la reduccion de 2-arilazoimidazoles partodaacion de 2-aminoimidazoles.
Desafortunadamente, este procedimiento no fueevigdrla hacer su escaladbSe han
publicado numerosas rutas sintéticas para la grdes2-aminoimidazoles y derivados.
Sin embargo, pocas describen la sintesis direct@-dminoimidazoles sustituidos.
Probablemente el método mas rapido y mas populer @ndensacién de compuestos
tipo a-aminoaldehidos o cetonas con cianamidas o ise@sufEsquema 2.21%F Este
método se mejoré en 2011, cuando Phukaroly aplicaron calentamiento mediante

microondas Yy la utilizacion de arcilla de alfarédssam, India) como acido, obteniendo

5" Fargher, R. G.; Pyman, F. LJ. Chem. Sod 919 115, 217-260.

1%8 (a) Lawson, AJ. Chem. Sad 956 307-310. (b) Aberle, N. S.; Lessene, G.; Wat$orG. Org. Lett
2006 8, 419-421. (c) Weinmann, H.; Harre, M.; Koenig, Klerten, E.; Tilstam, UTetrahedron Lett
2002 43, 593-595.
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4(5)-2-aminoimidazoles sustituidos con buenos rerefitos en una sola etapd.No
obstante, esta reaccién es muy sensible al pH gepdar auto condensacion de

aminoaldehidos o cetonas formando pirazinas sicaétfi®**

C|:H3 7

NBoc N
O 1.) 4M HCl en Et,0 O | >—NH,
N
BnO BnO

o 2.) cianamida
H-0, pH 4,5, 90 °C

3.) Hy, Pd/C, MeOH O
86% 2 etapas

OCH;, OCH;,
NH
— OR  calor H3N NH é&cido /™=—/\
H,N—=N =+ H,N — 5 ——> N _NH
oR Y
OR NH;
NH
NH OR MO H,N™ "NH  Arcilla /\
H.N—¢  + H,N — 5 ———= N _NH
OMe OR

OR NH;

Esquema 2.21 Ejemplos de sintesis directa de 2-aminoimidazalgmrtir de cianamidas g~amino-
aldehidos o cetonas.

%9 phukan, D.; Devi, NDer Chemica Sinic2011, 2, 32-41.
180 ancini, G. C.; Lazzari, El. Heterocycl. Cheni966 29, 3118.
161 cavalleri, B.; Ballotta, R.; Lancini, G. Q. Heterocycl. Chemi972 9, 979.
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Otro método es la ciclocondensacion de aldehides|.(2y nitratos de guanidina
usando cianuro sédico soportado en 6xido de algrtorgue lleva a la formacion de 2-
aminoimidazoles con sustituyentes idénticos epdasciones 4 y 5 del anilf§? Ohta y
col. publicaron la sintesis de 2-aminoimidazoles suidtis mediante funcionalizacion

del anillo del imidazot®®

Otras estrategias son las reaccionesoaicetonas con

guanidina8®* y a-halocetonas corN-acetilguanidinas, que requieren tiempos muy
largos, por lo que se han estudiado mediante eefe@nto por microondas mejorando
los rendimientos (Esquema 2.22).También, la preparacién de 2-aminoimidazoles-

1,5-disustituidos por reaccién deazidoésteres con iminofosforands.

° R R R, R,
H,N CH3CN l>:< H2SO4 1>:<
Rl)k(Br+ =NAc——= N NH — > Ng_NH

R, HaN e Y

NHAC NH,

Esquema 2.22Sintesis de 2-aminoimidazoles sutituidos a paei2-dromocetonas y acetilguanidinas

Una alternativa es la formacion de imidazo[l,2+&jpdinas, seguida de la
ruptura del anillo de pirimidina por tratamientoncon nucledfilo fuerte como pueden

ser hidracinas o aminas (Esquema 2:23).

82 Thangavel, N.; Murgesh, Kisian J. Chen2005 17, 2769-2772.

183 Ohta, S.; Tsuno, N.; Nakamura, S.; Taguchi, N.m#¥shita, M.; Kawasaki, I.; Fujieda, M.
Heterocycles200Q 53, 1939.

184 Nishimura, T.; Kitajima, KJ. Org. Chem1979 44, 818.

185 (a) Little, T. L.; Webber, T. LJ. Org. Chem1994 59, 7299. (b) Soh, C. H.; Chui, W. K.; Lam, ¥.
Comb. Chem2008 10, 118-122.

1% Molina, P.; Fesneda, P.; Sanz, MOrg. Chem1999 64, 2540.

187 (a) Casagrande, C.; Ferrini, R.; Miragoli, G.;reer G.Farmaco (Ed. Sci.1972 27, 715. (b) Fajgelj,
S.; Stanovnik, B.; Tisler, Mdeterocycles1986 24, 379. (c) Steenackers, H. P. L.; Ermolat’ev, D. S.
Savaliya, B.; De Weerdt, A.; De Coster, D.; Shah, Yan der Eycken, E. V.; De Vos, D. E;
Vanderleyden, J.; De Keersmaecker, S. Q. Med. ChenR011, 54, 472-484.
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Ry MO, 150 °C o ;
' clo
Ry B 1) MeCN, 5h. Ry )
N .

N
) Rs 1) MeCN, MO, 80 °C m 2) PPA, 15 min. N:__Rs
N— | 2) Na,CO3,H,0, EtOH 3) HCIO4, H,O n— |
- = " - )
— RZ — Rz
A K N B
\NJ\ NzHs, MeCN

NzHs MeCN NHR,
MO 120 °C MO 100 °C
25 min. 5 min.
N R3 N R3
HN— | HzN—</N |
N
R
H R2 R]/_ 2

Esquema 2.23 A) sintesis de 2-aminoHtimidazoles 4(5)-aril y 4,5-diarilsustituidos a fyarde
imidazo[1,2-a]pidimidinas. B) Sintesis de 2-aminmiazoles-1-sustituidos a partir de 2-aminopirimadin
por formacion de sales imidazo[1,2-a]pirimidin-1ein

2.9.3.2.2. Nitracidn de 2-aminoimidazoles via diataxion

2-nitroimidazol se aisl6 por primera vez por Magdzol.*°

en 1953 de la cepa
Nocardia mesentericé&En 1955, Nakamura establecié su estructtftalasta 1965, 2-
nitroimidazol y sus homdlogos no se prepararon amdisintesis a pesar de que estos
compuestos son estructuralmente simples y ofrenarto tentador para los quimicos
gue buscan agentes quimioterapéuticos potenciadmeativos. Una posible ruta de
estos compuestos se describié por Jones y Robiesegupor la accion de acido nitroso
convierten 8-aminopurinas en 8-nitropurinas viaisgapurinas®® Sin embargo,
cuando se hizo reaccionar 2-aminoimidazol con Na&d@mperatura ambiente a pH ~
6 el diazocompuesto no se aislé y 2-nitroimidazoba formé. Si después de reposar a
temperatura ambiente durante un breve periodoedegpd, esta mezcla de reaccion se

llevaba a reflujo, se observaba por espectrofotdenain 6% de producto final,

“® Maeda, K.; Osato, T.; Umezawa, H.Antiobit 1953 6, 182.
168 Nakamura, SPharm. Bull 1955 3, 379.
189 Jones, J. W.; Robins, R. D.Am. Chem. So&96Q 82, 3773-3779.
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pudiéndose aislar solo un 1%. En 1965, Beamewl.\demostraron que en presencia de
sulfato cuprico, la reaccién tenia lugar a tempesatambiente en 16 horas, dando
rendimientos apreciables (Esquema 22%)ancini y Lazzari en este mismo afio,
describieron la diazotacion de 2-aminoimidazol -caitrito sédico en acido
tetrafluorbérico (40% en agua), seguido de la adicie mas cantidad de nitrito sodico
y cobre en polvo, para obtener un rendimiento 88b3* Poco mas tarde Agrawal y
col. modificaron este método utilizando temperaturdariores (-20 °C, -10 °C) en las

adiciones, con un menor tiempo de reaccién (2 harésmperatura ambient&.

/\ NaNO2/CuSOs ™\
Ny NH = Ny NH
HBF« (40% en H20)
NH, -20°C-t.a., 40% NO,

Esquema 2.24Diazotacion-nitracion de 2-aminoimidazol

En 1988, Yang ycol. llevan a cabo la diazotacion de 2-aminoimidazal co
NaN'®0, en presencia de acido sulfdrico y sulfato de calrd+'°0O, obteniendo un

rendimiento de 2-nitroimidazol marcatf® del 43% (Esquema 2.25).

H,SO,4

/\  NaN180,/CusO, ™\
Ny NH Na  NH
Y H180, t.a Y

NH, 43% N80,

Esquema 2.25Diazotacién-nitracion de 2-aminoimidazol.

10Beaman, A. G.; Taautz, W.; Gabriel, T.; DuschindRyJ. Am. Chem. Sot965 87, 389-390.
1 ancini, G. C.; Lazzari, EExperiential965 21, 83.
172 pgrawal, K. C.; Bears, K. B.; Sehgal, R. K.Med. Cheml979 22, 583-586.
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También se han descrito diazotaciones en 2-amidairopiridinas, siguiendo el
método de Grivas gol. en los que utiliza NaN£AcOH/H,O obteniendo rendimientos
medios (Esquema 2.2%%

Me Me
1 P N
P N NaNO2 z
O e T
N7 N H,O/AcOH N7 N
12h, 52%
e ‘.
N NaNO, / z
NO
S e
SN\~ N H,O/ACOH STON

57%

Esquema 2.27 Ejemplos de diazotaciones de 2-aminoimidazoiaisli

En 2011, Phukan gol. publicaron un método eficiente de quimica verda
formacion de 2-nitroimidazoles sustituidos a padigr 2-aminoimidazoles sustituidos
mediante calentamiento por microondas, reducientiotieenpo de reacci6h*
Utilizaban una arcilla natural de Assam (India)arien hierro y con un elevado
contenido en caolinita. Esta arcilla actia tantm@@cido de Lewis como de Bronsted.
Aprovechando el fuerte caracter acido de la aralastituyen por ésta el acido utilizado
en el método convencional. Sin embargo, este nogtodo no es reproducible, ya que
la arcilla utilizada no es comercial. Ademas, lactdn se lleva a cabo con solo 1,5
equivalentes de NaNOcuando son necesarios al menos 2 equivalentespana la
formacion de la sal de diazonio, y un segundo edemnte para la sustitucion radicalaria

del grupo diazonio por el anion nitri@squema 2.28).

1733) Grivas, SJ. Chem. Red988 84. b) Bjork, M.; Grivas, Sl. Heterocycl. Chen2006 43, 101-109.
c) Nguyen, T. M.; Novak, MJ. Org. Chem2007, 72, 4698-4706. d) Stover, J. S.; Rizzo, CQOJg.
Lett. 2004 6, 4985-4988.

" Phukan, k.; Devi, NJ. Chem. Pharm. Re2011, 3, 1037-1044.
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0°C-5¢°C
NaNO, + HCl ——> H-O-N=O + NaCl

acido nitroso

H
H-O-N=0 + H' — > H-O'N=0 === H,0 +'NO

+
H H
Ar-NH, +"N=O0 —» ArH-‘”N=O —> AF-II\I-N=O
H

N-nitrosamina

™
Ar~|l§|‘-N:O+ HY — Ar"l\le‘O‘H*»Ar~N§N+ H,0
H ion arildiazonio
HONO ——— NO, + NO + H,O

NS T
+ calor
N

oot -0
Ar-N=N —5= Ar4 "N=N %» ArNO,

N2

Esquema 2.28Mecanismo de diazotacién-nitracion de una aminagmia aromatica.

2.9.2.2.1. Aislamiento de la sal de diazonio

Las sales de diazonio son un grupo de compuest@ionps cuya estructura
general es R-NX", donde R puede ser un radical alquilo o arilo X habitualmente
un anion haluro. Las sales de diazonio alifaticas suy inestables y no tienen
aplicacion practica. En cambio, histéricamente,dales de diazonio aromaticas, mas
estables, se han mostrado como importantes intéeed la sintesis de colorantes. El
método mas importante de preparacion de las saediakonio aromaticas es el
tratamiento de aminas aromaticas primarias, coiiangodico en presencia de un acido
mineral, por ejemplo acido clorhidrico (Esquema2.En solucidn acuosa estas sales
son inestables a temperaturas superiores a los potdo que se emplea un bafo de
hielo durante la sintesis. A este proceso se leaoromaodiazotacion Normalmente
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no se aislan y se emplean inmediatamente una \@mamadasn situ. Las sales de
diazonio son sensibles a la luz y se descomponeriuraultravioleta. En estado soélido
son altamente sensibles al choque, comportandosermea explosiva. En disolucion

deben transferirse cuidadosamente al cambiarlescif@ente.

En algunos casos, se ha aislado la sal de diaziomig.col. aislaron el cloruro
de 4,5-dicianoimidazol-2-diazonio cuando llevarooaao la reaccion de 2-amino-4,5-
dicianoimidazol en agua a 0 °C en medio acido. ril@ de reaccion lo filtraron
aislando un sdlido blanco que usaron directameaniz |p siguiente reaccion. La adicion
de una disolucion de NaN@n agua a temperatura ambiente dio 4,5-dicianir@-n

imidazol con un 80% de rendimiento.

Ne  H NC_ H Ne H
IN HCI/NaNO, IN} NaNO, IN
—_— + _—

P—NH P—NEN 2—NO
NC~ N 2 H0,0°C NN HO ta. N~ 2
100% crm 80%

Esquema 2.29Aislamiento de la sal de diazonio seguido de lenfmion del derivado de 2-nitroimidazol

Aunque la forma mas comun de obtener sales de rd@z&s en disolucion
acuosa, Cadoganaopl. describieron en los afios 60 un método en medjanoco para
la obtencion de éstas. La diazotacién no acuosa s de la capacidad de los nitritos
de alquilo (nitrito de isoamilo, amilderc-butilo...) para producir radicales arilo a partir
de aminas aromaticd® Se han descrito diferentes métodos utilizando Idéstes
como cloruro de metileno, THF, dicloroetano o actito entre otros. Holzapfel gol.

describieron la formacién de nitroarenos a pamirathinoarenos utilizando nitrito de

5L u, Y.; Just, GTetrahedror2001, 57, 1677-1687.

178 3) Cadogan, J. I. G.; Roy, D. A.; Martin, D. M.Chem. Sod 966 1249. b) Cadogan, J. I. G.; Molina,
G. A.J. Chem. Soc. Perkin1973 541. c) Devivar, R. V.; Drach, J. C.; TownsendBLBioorg. Med.
Chem. Lett1992 2, 1105-1110. d) Garel, L.; Saint-Jalmes, L. Tetdabe Lett. 2006, 47, 5705-5708.
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butilo en acetonitrilo anhidro con rendimientos med(Esquema 2.30). Cuando esta
reaccion se llevaba a cabo de forma convencionalexiio acuoso, la reaccioén no tenia

lugart””

NH,
“ t-BUONO-CuCF3 “
CchN 20 °C
Esquema 2.30Sintesis de 1-nitronaftaleno en medio orgéanico.

2.9.2.3. Oxidaciéon de aminoimidazoles

En 1954, Emmons describid la oxidacion de aminasnaticas a nitroarenos
con acido peroxitrifluoroacético obtenido a pariel anhidrido trifluoroacético y
peroxido de hidrégeno (90% en agua) en cloruro dtileno, obteniendo buenos
rendimientos cuando existen grupos electrodadardgseaminas aromaticas. Poco mas
tarde, el mismo autor describié la oxidacion dera®micon acido peracético preparado
por reaccion de anhidrido acético con peroxidoidedgeno (90% en agua), un reactivo

mas econdémico, obteniendo mejores rendimientosouel método anteridf®

Se ha utilizado también un complejo de hexafluoet@na-perdxido de
hidrégeno, que aunque es efectivo es menos oxidmetdéos anteriores’ Las aminas
también pueden oxidarse hasta grupos nitro medi@astesiguientes etapas con el

reactivo de Murray (dimetildioxirand}®

7 Holzapfel, C. W.; Koekemoer, J. M.; Van-Dyk, M; S. Afr. J. Cheml986 39, 158-161.

178 3) Emmons, W. DJ. Am. Chem. S0d954 76, 3470-3472. b) Emmons, W. D. Am. Chem. Soc
1957, 79,5528-5530.

179 Chambers, R. D.; Clark, M.etrahedron Lett197Q 32, 2741-2742.

180 Murray, R. W.; Jeyaraman, R.; Mohan,Tletrahedron Lett1986 21, 2335-2336.
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RNH: —> RNHOH——> RNO ——= RNO:

Crandall y col. compararon la oxidaciéon con dimetildioxirano coroné
(mezcla de tres sales formada por monosulfatolfaisuy sufato de potasio: 2 KHgO
KHSO,, K,S(Oy), observando que en algunas aminas alifaticas pashagl primer
método daba lugar a un gran numero de subprodugio® oximas, nitronas y
oxaziridinas entre otros. Cuando utilizaban un geaceso de oxoffeen acetona
acuosa, se obtenia mayoritariamente el nitrodesivadesafortunadamente, este
procedimiento no fue satisfactorio para aminas sustituyentes alquilo primarids:
Obviamente, la selectividad de la reaccién paradymio productos oxigenados
especificos es de crucial importancia. Sin embaggim, es complicado debido a la gran
competencia de productos de oxidacion que se puedaar en los diferentes estados,
obteniendo una mezcla de productos. Asi, la mayididos métodos descritos hasta
ahora, no estan catalizados o muestran una pegetftividad, lo que hace de gran

importancia un control efectivo de la selectividledcada reaccion.

Anos mas tarde, Sureshcyl. incorporaron diferentes metales reductores como
litio, vanadio, cromo o aluminio en silicatos, izdindolos como catalizadores solidos
con nuevas actividades. El resultado de la oxigadé aminas utilizando dichos
catalizadores, es el control de la selectividadadeaccion con kD, e hidroperdxido
de terc-butilo (TBHP) como oxidantes. Las arilaminas sé&lar selectivamente a los
correspondientes nitroarenos cuando se usa coratizadbr silicato de cromo con
H,O, y TBHP 82

181 Crandall, J. K.; Reix, TJ. Org. Chem1992 57, 6759-6764.
182 Suresh, S.; Joseph, R.; Jayachandran, B.; Pol.;AVinod, M. P.; Sudalai, A.; Sonawane, H. R.;
Ravindranathan, Tletrahedron1995 41, 11305-11318.
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Se han utilizado otros catalizadores para la oxdaae aminas a los

183 tetraterc-

correspondientes nitrocompuestos como son el me@tibrenio con HO,,
butilato de circonio con TBHB* 4cido fosfottingstico (#PW.nHO) con perborato de
sodio (SPB)® sulfato de manganeso con ox8rem agud® heteropoliacidos (HPASs)

con peréxido de hidrégeno (por ejemplo, HFeRM®.0),*®’

0 yoduro de potasio con
TBHP entre otro$®® Otro procedimiento selectivo importante de oxidaoile aminas
aromaticas primarias radica en el uso de bromatetdgalquilamonio en medio acido.
Esta reaccion es compatible con muchos gruposdnates-®°

Hasta la fecha solo se ha descrito la oxidacior2-@eninoimidazoles a 2-
nitroimidazoles mediante transformacion microbipoala cepatreptomycekE/3342
(Esquema 2.31)Se llevo a cabo la oxidacion de sustratos con grugquilos en
posicion 4(5), observandose que la eficacia dexii el aumento de la longitud de la
cadena. Se observaron menores rendimientos camiehdo 4,5-dimetilo y la presencia
de un grupo metilo en posiciddl o un grupo fenilo en la posicién 4(5) impedia la

biotransformacién®

RZ R3 R2 R3
>_< Streptomyces LE/3342 ;_:
NYN\ R, NQr N<g,
NH, HCI NO,

Esquema 2.310xidacion de 2-aminoimidazoles por streptomyce3BE2.

18 Murray, R. W.; lyanar, D.; Chen, J.; Wearing, JT&trahedron Lett1996 6, 805-808.

184 Krohn, K.; KiipkeJ. Eur. J. Org. Chenl998 679-682.

185 Firouzabadi, H.; Iranpoor, N.; Amani, Green Chem2001, 3, 131-132.

18 vazquez, S. A.; Avila, Z. J. G. Mex. Chem. So2007, 51, 213-216.

87 Tundo, P.; Romanelli, G. P.; Vazquez, P. G.; Lokis Arico, F. §lentt 2008 7, 967-970.

188 3) Rajender, R. K.; Uma, M. C.; Venkateshwar, Mikshmi, K. M.Adv. Synth. CataR009 351, 93-
96. b) Rajender, R. K.; Uma, M. C.; Venkateshwar; Makshmi, K. M.Eur. J. Org. Chem2008
3619-3622.

189 sandhya, D. S.; Nath, U.; Deb, D.; Das, BSyhth. Commur2004 13, 2359-2363.

19°3) Lancini, G. C.; Kluepfel, D.; Lazzari, E.; Sait G. Biochim. Biophys. Actd966 130 37-44.b)
Lancini, G. C.; Lazzari, E.; Sartori, Ghe Journal of Antibioticsl968 6, 387-392.
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3.1. Introduccién

El desarrollo de la sintesis de precursores pafdparacion de compuestos
marcados radiolégicamente ha sido un objetivo desiderable interés en los ultimos
afos. Dentro de este campo, diversos grupos dstigaeion trabajan en la obtencién
de nuevos marcadores para la deteccién de hipoas, selectivos, con una menor

toxicidad y de preparacion sencilla y reproducible.

En la bibliografia se ha descrito una serie devddds de 2-nitroimidazol

marcados con radiois6topos, principalmente’€Br(Figura 3.1).

H 18 18 H
=\ 18 —\ 18 [/ N__CFRCR /™) N 18
NONTYTF RN NN T vy e,
OH Y OH OH Y (@] Y (@]
CH, NG, NO,
[18F]-FMISO [L8F]-FETNIM [18F]-EF5 [18F]-EF3
H =\ H 18
/\ N 18 o —\ 18 =\ N_ _CHF
\/\ -\‘N /N /\/\
NYN/\g CHF 18 v NQrN F N?N/Y ~
NO, HO OH NO, NO,
[18F]-EF1 [18F]-FAZA [*°F]-FPN [18F]-FETA
H Brh
=\ N 18 = 18 /\ 8k - 18
N N7 KF N/—;N/\/O\H/\F N\YNHSV N\YN/\/\F
NO, NO, o NO, NO,
[18F]-NEFA [18F]-NEFT [18F]-FON ['8F]-Br-FPN

Figura 3.1.[**F]-FMISO y analogos.
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Como se ha mencionado anteriormente, el radiatoazaas utilizado hasta el
momento como marcador de hipokiavivo mediante la técnica no invasiva de imagen
por PET esfF]-FMISO (1a) (Figura 3.2). Sin embargo, no cumple todos losiisitos
que debe cumplir un marcador ideal de hipoxia phreerebro. Por ello, la presente
Tesis se enmarca en un proyecto de Quimica Médiga abjetivo es la busqueda de
nuevos candidatos a radiotrazadores derivados dis®GMapaces de mejorar sus

propiedades como marcador para hipoxia.

(\N/\/\F

[‘8F]-1a

Figura 3.2.[**F]-FMISO (1a).
3.2. Objetivos

Para la realizacion de la Tesis Doctoral que seepta en esta Memoria nos
hemos propuesto llevar a cabo la sintesis y etlestle nuevos derivados lipéfilos de
FMISO, con el objetivo de encontrar un candidatadiotrazador para la deteccion de
hipoxia en tejido cerebral mediante imagen PET, s®sctivo y menos téxico que
['®F]-FMISO (1a).

En la estructura del precursta de FMISO se pueden destacar 3 regiones que,
en principio, podrian ser susceptibles de modiftcapara conseguir nuevos derivados
mas lipofilos (Figura 3.3). Sin embargo, el grupwonno puede sustituirse por otro
grupo asi como tampoco puede modificarse su posiei® el anillo sin eliminar o
disminuir su capacidad como sonda. Es necesarielcqallo lleve un grupo nitro para

que el potencial redox sea el adecuado para quadeltrazador sea atrapado en las
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células hipdxicas por bioreduccidn’®y, ademas, es importante que el grupo nitro se
encuentre en la posicié@2 para conseguir un potencial de reduccién maxfno’’
Por otro lado, es conveniente que la cadena lataral nitrogendl1, zona reactiva con
%= no pierda su reactividad en el proceso de fiiéra Es por ello conveniente la
existencia de un carbono primario unido a un buermpa saliente. Por otro lado,
cadenas laterales mas lipdfilas en el nitrogdliono han mostrado ventajas sobre
FMISO.”* Finalmente, el grupo hidroxilo protegido como dbtdropiranil (THP) éter
no es esencial ya que se han descrito otros grgposo amida o éster en
radiomarcadores derivados de FMISO tan eficientenocésté>’? Por lo tanto, la
region mas susceptible y no explorada de modificagiara dar nuevos derivados de
FMISO son los carbond34 y C5 del anillo de 2-nitroimidazol.

*1 McClelland, R. A.In Advanced Research Workshop on Selective ActivatioBrugs by Redox
ProcessesAdams, G. E.; Breccia, A.; Fiedlen, E. N.; WardmB. Eds. NATO, Plenum Press, New
York, 1990, 125-136.

2 McClelland, R. A.; Panicucci, R.; Rauth, .Am. Chem. So&987 109, 4308-4314.

6 Adams, G. E.; Flockhart, I. R.; Smithen, C. EraSord, I. J.; Wardman, P.; Watts, M. Eadiat. Res.
1976 67, 9-20.

>"Wardman, PEnviron. Health Perspec1985 64, 309-320.

"Huang, H.; Zhou, H.; Li, Z.; Wang, X. ; Chu, Bioorg. Med. Chem. Let2012 22, 172-177.

" Yamamoto, F.; Oka, H.; Antoku, S.; Ichiya, Y.; Mids, K.; Maeda, MBiol. Pharm. Bull 1999 22,
590-597.

 Dubois, L.; Landuyt, W.; Cloetens, L.; Bol, A. pBnans, G. ; Hausternmans, D. ; Labar, D.; Nuyfs, J
Gregoire, V.; Mortelmans, LEur. J. Nucl. Med. Mol. Imaging009,36,209-218.

2Zha, Z.; Zhu, L; Liu, Y.; Du, F.; Gan, H. ; Qiad,; Dung, HNucl. Med. Biol2011, 38, 501-508.
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Unica zona que H
podriar -
alterarse

sin perder H
las principales
caracteristicas

Ta

No puede alterar
in destruir su capacidad
omo sonda

Zona reactiva con® F-.
Su alteracién provoca

Figura 3.3. Diferentes regiones que se pueden alterar pardicarda lipofilia de FMISO.

Se investigara un nuevo método de sintesis de pg@cde FMISO que permita
prepararlo de una forma mas eficiente. Este mésmlaplicara posteriormente a la

sintesis de los derivados lipdfilos. Como propuestaal se utilizaré22 como material

de partida para llegar7a (Esquema 3.1).

Tso/\(\o .
o~fcn,
H,C

3

22

e

N"Nno,

7a

Esquema 3.1Sintesis del precursor de FMISO.

Los derivados lipdfilos7rd-o (R; = Ar) se prepararan a partir da mediante

bromacién del anillo del imidazol y posterior reé@ocde acoplamiento C-C catalizada

por complejos metalicos (Esquema 3.2).
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H R, H
bromacion .
H\%N/\QH\POTS Br\X/\N/\/\ OTs acoplamiento C-C Rl\g/\N/\/\ OTs
N=l > = orHp > = orwp

NO N N

2 NO, NO,

R, = Br, H Ry = Ar

7a 7b 7 d-o

Esquema 3.2Sintesis de derivados lipdfilos del precursor dd M

Finalmente a partir de los precursores lip6filbgR;, R, = Ar, Br, H) se
prepararan los derivados lipofilds (X = F) sobre los que se estudiaran diversas
propiedades como su toxicidad, potencial redoxpygfiiia. Aquellos derivados que
muestren una mejor combinacion de estas propiedaeéedn seleccionados para su
transformacion en los derivados®M]-1 (X = 'F) en los laboratorios PET vy
posteriormente se someteran a estudios de setltivde tejido y marcaje de hipoxia

sobre modelos animales (Esquema 3.3).

RZ R2
R J/\N/\/\ OTs . Vi N/\/\X
1 N= (6] B — Rl ?k OH
NO, N NO,
(@)
R, R2 = Ar, Br, H R1, R2 = Ar, Br, H
la-j (X=F)

e [8F]-1a (X = 19F)

Esquema 3.3 Sintesis de derivados lipéfilos de FMISO.

3.3. Sintesis del precursor de FMISO (7a)

La sintesis del precursortosilato de 3-(2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxan-2-

iloxi)propilo (7a) (Esquema 3.4), descrita por Ohcl.}’® se mejor6 desde un

1% 0h, S. J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kim,YI; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryu, J. S.; Moon, D. H
Nucl. Med. Biol2005 32, 899-905.
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rendimiento global del 21% hasta el 33% disminugetedtemperatura de la Ultima
etapa de la sintesis, favoreciendo asi la formasébmproducto de monosustituci@a e
incrementando el rendimiento en el Ultimo paso @#.1También, la reaccion det
con cloruro de tosilo se llevo a cabo a 0 °C pavarecer la selectividad, sin embargo,

no fue posible mejorar en estas condiciones elimaadto descrito paral.

TsCl DHP,PPTS
piridina DCM, t.a, 5 h
t.a, 5h (69%) 99%
HO " 0oH Ts0” Y oTs _ o
OH 0°C, 18 h, (63%) OH (99%)
14 21
N
NO.
N 2
g B
e L
N § N)\ NO,
TsO OTs  Cs»COs, DMF 10
110°C. 1 h (31%) OTs Global (Ohy col. Ref. 106): 21%

Global: 33%

o}
O S
© 60 °C, 25 h (48%) Cg

17 7a

Esquema 3.4Sintesis d€a.

3.4. Sintesis alternativa del precursor de FMISO @**

Debido a la importancia dea como marcador de diagnostico por imagen y su
potencial para predecir la respuesta al tratamigeigrondstico en un amplio rango de

192 5e llevé a cabo el

procesos patologicos, asi como el elevado cossel geecursora,
desarrollo de un nuevo método sintético paaanejorando el rendimiento global y por

lo tanto reduciendo su alto coste.

%1 Nieto, E.; Alajarin, R.; Alvarez-Builla, J.; Laffaga, |.; Gorospe, E.; Pozo, M. 8ynthesi®01Q 21,
3700-3704.
192 ABX Advanced Biochemical Compounds, Germany (5EQ&R/vial 10 mg).
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En todas las sintesis descritas antes del comidazeste proyecto de Tesis
Doctoral, la tltima etapeonsiste en el desplazamiento nucleéfilo de unatagilo por
2-nitroimidazol 6) en un intermedio ditosilato tipb7 (Esquema 3.4), siendo la etapa
limitante como consecuencia de la presencia dgdgmos salientes. A la vista de estos
resultados, consideramos una nueva sintesis a partia alquilacion dé con un

derivado monotosilad®2, un producto comercial y de bajo coste (Esquelda 3.

O,N
NH
CHs Dowex 50W X4

fe) N\% O2N o
Tso D ~ N/\& cH., T———
o~ N_J o ~'% HoOta,z2h

Cs»CO3,DMF
88%
22 110°C, 22 h 24
59% (cromat.)
92% (crudo) método B
O,N
OH OTs
N)\ /\(\ método A >\ /\(\ N>/\N/\(\
) metodo c N DHP PPTS \% OTHP
DCM 7a
t.a., 6 h.
K2CO3 EtOH 88%

- 600
refiujo, 80 min. Rto global: 60%

37%

Ref.124 Método A: piridina, TsCl, t.a. 24 h, 27%
W o Método B: Ts;0O, PPTS, DCM, t.a. 27 h, 45%
+
~
Y Ho A= Método C: TsCl, EtsN, Bu,SnO, MeCN, t.a. 5 h. 83%
NO,
6 27

Esquema 3.5Sintesis d&a.

Inicialmente, la sustitucion nucledfila &2 con 6 dio el compuest®4. Para
conseguir la conversion completa 2i2fue necesario el calentamiento de la mezcla de
reaccion a 110 °C durante 22 horas. Se observodguente la purificacion por
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cromatografia en columna de gel de silice se piadie apertura del anillo de
dioxolano como consecuencia de la acidez de ladstionaria hidratada, dando un
59% de rendimiento par24. Por ello, se decidié continuar con el crudo decien.
Después de evaporar la DMF y tratar el residuocATDEt para separar el &30; por
filtracion, se obtuvo24 en un 92% de rendimiento con una buena purez®%92,
HPLC). Posteriormente, la hidrdlisis del acetongo consiguidé por tratamiento del
crudo 24 con Dowex 50WX4 en agua a temperatura ambientantkir2 horas,
obteniéndose25 con un rendimiento del 88%° La sintesis de25 se publicd
previamente por reaccion @econ glicidol @7) en presencia de,KO; a reflujo, donde
describen un rendimiento del 37%%.

Posteriormente,25 se tratd en condiciones convencionales de toSiaci
(Esquema 3.6), con cloruro de tosilo y trietilam@macloruro de metileno a temperatura
ambiente"®* Asi, se obtuv@6 con un rendimiento de solo el 15% como una meiela
regioisomero26/26a 85:15 (Tabla 3.1, entrada 1). Este método no s® mpoejorar
usando tiempos mayores, temperaturas mas elevadgsr adicion del reactivo
activante DMAP. Cuando se us6 piridina como disalee(método A) y base, la
reaccion dio, después de 24 horas a temperaturee@ebun rendimiento del 27% y
una selectividad mejorad2§26a 92:8) (Tabla 3.1, entrada 2). Entonces se canibio e
cloruro de tosilo por anhidrido toluensulfénico.afido se utilizé trietilamina como
base no hubo conversién, sin embargo, al utiliZF3 como catalizador se obtuvo un
rendimiento del 14% y una mayor selectividad26a99,5:0,5) (Tabla 1, entrada 3).

% Ho, P. T.Tetrahedron Lett1978 1623-1626.

124Beaman, A. G.; Tautz, W.; Duschinsky, Atimicrob. Agents Chemothdr968 520-530.

19 Takano, S.; Moriya, M.; Suzuki, M.; Iwabuchi, YSugihara, T.; Ogasawara, Keterocycles199Q
31, 1555-1563.
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O,N
oT
>/\N/\(\ s
N\% OH
2N CH 26 Oz
: OH
' /\ﬁv( 3 metodo B + método A N}\N/\(\
\J O.N método C o OH
2
OH
N%N/\(\ 25
\% OTs
26a
Esquema 3.6 Métodos de preparacion &éa
Tabla 3.1 Tosilacion regioselectiva d& (método B) y25 (método Ay C).
Método, » . Tiempo  Relacior? o
Entrada reactivo® Aditivo Disolvente ) 26/26a Rto.(%)
1° A, TsCl EgN DCM 6 85:15 15
2 A, TsCl Piridina Piridina 24 92:8 27
3 A, Ts,0 PPTS DCM 23 99,5:0,5 14
4 B, TsO Bi(OTf)° DCM 20 95:5 25
5 B, TsO PPTS DCM 27 98:2 45
6 C, TsCl EtN DCM 6 98:2 39
7¢ C', TsCl EtN DCM 24 99,6:0,4 65
g C', TsCl EtN DCM-1,4-dioxano 18 98,6:1,4 84
9 C', TsCl EtN MeCN 26 99:1 53
10 C, TsCl Et:N MeCN 5 99,3:0,7 83
11° C, TsCl EtN DCM 6 85:15 15

#Métodos A a C: las reacciones se llevaron a camartir de24 o 25 como producto de partida, TsCl o
Ts,0 como reactivos, y BX como aditivo basico a temperatura ambieh@eterminado por HPLC:
Rendimiento de26 calculado en la mezcl2§/26a), aislada mediante cromatografia en colunfirzas

reacciones no se completar8$e afiadieron 0,2 eq. de PPTS o Bi{dTt.a reaccion se llevé a cabo a 0
°C.

Después de estos resultados, se estudio la pdaibitie la apertura y tosilacion
en un solo paso del acetonido, de forma analog@anaocse ha descrito para la

conversion de acetonidos en diacetatos usando B{@®mo catalizador y A©
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(método B)'** Cuando25 se traté con Bi(OT$) (0,2 eq.) y TsO (1 eq.) durante 20
horas a temperatura ambiente se ob@2&con un rendimiento del 25%226a 95:5,
Tabla 3.1, entrada 4). Mejores rendimientos seigoison cuandd®5 se tratd con
Ts0, (1 eq.) y PPTS (0,2 eq.) en DCM durante 27 haresnperatura ambiente (45%
26/26a 98:2, Tabla 3.1, entrada 5). Cuando la reacciéhesé a cabo con PPTS en
piridina o DMF no se observo conversion2te Pequefias cantidades @lg 21 fueron
aisladas como subproductos en la mezcla de reacdénido probablemente al
desplazamiento de 2-nitroimidazol desziepor el anion tosilato (Esquema 3.7). La
propuesta para este posible desplazamiento, sexgiaglo mediante el curso de
reaccion descrito para la desproteccién del acgagmir Poon yol 1%

ON CH O,N CH O,N
>\ O* 3 PPTS 2)\ 6& 3 . 2>/\N/\(\0H
N N/\& CHy — N/\Qf‘ CHj N
= o ! o, = +O§/CH3
TsO- TsO- CH,
24 28
OZN TSO') OZN OZ’\S\
a) o
Ts20 N%JN/\O(\(;—_T aislamiento N\/j/\(g_'\on_l_ HN\;N + Tso/\(g:OTS
— + ﬁ/ 3
TsO- CHj,
29 26 6 21

Esquema 3.7Propuesta de curso de reaccion en cascada derapettisilacion del acetoniday.

Martinelli y col. describieron un método muy eficiente para la &o&in

regioselectiva de dioles a través de un interméij8,2]-dioxaestannolano usando

19 Wu, Q.-P.; Zhou, M.-X.; Xi, X.-D.; Song, D.; Wang.; Liu, H.-X.; Li, Y.-Z.; Zhang, Q.-S.
Tetrahedron Lett2008 49, 2714-2718.
1% poon, K. W. C.; Lovell, K. M.; Dresner, K. N.; Dat A.J. Org. Chem2008 73, 752-755.
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Bu,SnO de forma catalitica (Esquema 3%)Este enfoque representd una mejora

respecto métodos anteriores que utilizaban elnredio aisladd®®

N
OzN’<\] N
N
EI\}B—NOZ
O,N o\ OTs
OH /\f Bu
N>\N/\/\ 'BuzSnO cat. s' >Sn~-q u_TSCl . cl =q o
& oH ~H0 O—3"—Bu B~ o—snl > “’ \
25 | | ~BuU Sr—Bu
Bu o)
EtsN-HCI 0N 0, ots'
>‘N 1 N>\
NS
EtsN
O,N O,N
“\ ~ o S~ OT /\(
N7 N N
A 073\rH Bu \J O S0 Bu
B/ cC Bu CI Bu\sn_
VI v Bu f L
CI—/S\n—c|
O,N O,N
Bu Bu
>/\N/\(\OTS >/*N/\/\OH
N NS
_ OH = OH
26 25

Esquema 3.8 Mecanismo propuesto para la tosilacién catalitegioselectiva de glicoles via [1,3,2]-
dioxaestannolano intermedio.

En nuestro trabajo, llevamos a cabo este procedimeon el dioR5 (Tabla 3.1,
método C), utilizando cloruro de metileno a tempee ambiente y consiguiendo un
rendimiento par26 del 39% 26/26a98:2, Tabla 3.1, entrada 6). Cuando la reaccion se
llevé a cabo a 0 °C con mayor tiempo de reacc®rpssiguio el tosilatdé con mayor
rendimiento (65%) y regioselectivida@§(26a 99,6:0,4) (Tabla 3.1, entrada 7). Sin
embargo, cuando se utilizé cloruro de metileno calismlvente, la conversion del
producto de partida no era completa debido a la $aubilidad del dioR5. La adicion

197 Martinelli, M. J.; Vaidyanathan, R,; Pawlak, J.;N\ayyar, N. k.; Dhorkte, U. P.; Doecke, C. W.;
Zollars, L. M. H.; Moher, E. D.; Khau, V. V.; KésijrB. J. Am. Chem. So2002, 124, 3578.
1% Reginato, G.; Ricci, A.; Roelens, S.; Scapecchi, ®rg. Chem199Q 55, 5132.
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de 1,4-dioxano como codisolvente mejoro el rendimoiele26 (84%,26/26a 98,6:1,4,
Tabla 3.1, entrada 8) aunque la conversién delymtodde partida fue incompleta
debido también a la solubilizacion parcial 28 A la vista de estos resultados, se
ensayo un disolvente mas polar. Asi, se utilizé Me °C consiguiendo rendimientos
medios de26 (53%,26/26a 99:1, Tabla 3.1, entrada 9). Cuando esta misaeci@n se
llevd a cabo a temperatura ambiente, se consiglidnejor rendimiento y la
regioselectividad mas alta (832&/26a 99,3:0,7, Tabla 3.1, entrada 10).

Finalmente, la proteccion &6 con dihidropirano (DHP) permitié la obtencion
de7a (88%) como una mezcla de diasteredm@a7a251:49 (Esquema 3.9)e esta
manera, el rendimiento global de esta sintesis |5¥4nmas del doble que el descrito
por Oh ycol. (21,2%)'%°

O,N ore  DHP.PPTS ON OTs
)/\N/\(\ S pcm N>/\N
N _—
= oH ta.6h =  OTHP
26 88% 7a

Esquema 3.9Proteccién del tosilat@6.

3.5. Eleccion de los grupos para la preparacion déerivados mas lipofilos

Como se ha indicado anteriormente, las posicionas faworables para hacer
una molécula mas lipdfila sin modificar las capades de la molécula como
radiotrazador para detectar hipoxia por imagen F¥6h, las posicione€4 y C5 del

anillo de imidazol. Por otro lado, es importante ¢ lipofilia de la molécula expresada

1% 0h, S. J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kim,Yl; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryu, J. S.; Moon, D. H
Nucl. Med. Biol2005 32, 899-905.
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a través del valor de Clog P tenga valores enfrg B2 Asi, se propuso la preparacion
de los siguientes derivados con sustituyentes aroms&jue porporcionaran la lipofilia
adecuada (Tabla 3.2).

Tabla 3.2 Clog P de FMISO y analogos

Producto R, R, ClogP*| Producto R, R, ClogP
la H H 043 1i H 345
cl
1b Br H 1,27 o
1 H 3,76
=
1c Br Br 1,79 1k HN
H 2,52
X
1d @ H 248 1l H 2,73
- S
1le H 3,12 1m H 3,24
Cl
AN
1f Me_@ H 2,99 H 2,60
’ 1n MeO ’
O o
MeO
1g H 235 1o . H 2,86
1h H 414

#Calculados en la pagina web ChemAxon.

3 Aboagye, E. ODesign and development of probes for in vivo mdéecand functional imaging of
cancer and cancer therapies by positron emisionognaphy (PET);Knablein, J., Ed.; WILEY-VCH,
Weinheim, 2005.
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Se seleccionaron un total de 12 acidos borénicasentales23d-o (Esquema
3.10).

B(OH), Q/B(OH)Z B(OH), Q/B(OH)z
9 J G
Cl Me
23d 23e 23f 23g
B(OH B(OH
O (OH), ‘ (OH), B(OH), B(OH),
7
g J ;
cl H
23h 23i 23]

23k

B(OH),
O/VB(OHEQ/\/B(OH)Z Q/\/ Q/\/B(OH)z
Me Meo F
23m 230

23l 23n

Esquema 3.10Acidos boronicos seleccionados.
3.6. Sintesis de derivados lipéfilos del precursate FMISO

Con el fin de encontrar derivados con mayor sefeletd por tejido cerebral, con
mayor lipofilia y menor toxicidad, se estudié unatasis de derivados lipofilos a partir
de 7a a través de una primera etapa de halogenaciondsede una reaccion de

acoplamiento C-C catalizada por paladio (Esquerh) 3.

acoplamiento
C-C catalizado

Q/\()/\ OTs ha|ogenacic’)n Br—/\N/\()/\ OTs por Pd Ar__(/iN/\O/\ OTs

—_— —

=L =L
NO, @ NO, O NO, @

7a 7b 7d-o
Esquema 3.11Sintesis de derivados lipofilos de FMISO.
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3.6.1. Sintesis de precursores lipofilos de FMISOediante bromacion de 7a

3.6.1.1. Sintesis de 7b

En primer lugar se llevo a cabo la bromaciorydeon NBS en DMF (Esquema
3.12). En condiciones habituales de bromacion,réoglimientos par&@b eran muy
bajos a temperatura ambiente, por lo que sobre estaliciones se modificd el nimero
de equivalentes de NBS, el tiempo y la temperafliedbla 3.3). Se observd que el
resultado era sensible a las condiciones de reagcidl método de aislamiento. El
principal problema encontrado fue la desprotecciéhgrupo tetrahidropiranilo, tanto
durante la reaccion o durante el aislamiento deniema. Asi, se aislé una mezcla
diversa de productos en los distintos experiment@fizados. Los compuestos mas
comunmente aislados fueron el producto bromad@4erb y su derivado desprotegido
30, asi como también el producto de parffday su derivado desprotegi@®. También

se identificaron los productos de bromaciérCér81 y dihalogenaciéiic en cantidades

traza.
Br‘q/\o/\ms Br—/ Ny oTs
OZI\)I\ N NOZO + NANOOH
2 O,N
7N OTs NBS o 2
NI e [ % o Yo
OH
@ DMF Br Br =
& /N oTs B jN/\/\OTs 26
N% o) + — o)

=\
NO, NO,
0 0

31 7c
Esquema 3.12
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Tabla 3.3.Optimizacion de la bromacién dacon NBS.

Entrada Disolvente NBS (eq.) t(h) T(°C) Rto.7b (%)
1 DMF 11 72 ta 2
2 DMF 15 24 10 28
3 DMF 2 19 ta 0
4 DMF 2 24 0 5
5 DMF 2 17 10 67
6 DCM 2 48 10 0

Cuando la reaccion se llevo a cabo a temperatubgeate el rendimiento déb
fue muy bajo (entradas 1 y 3), probablemente dehidoe segun se va formantio,
este se desprotege para @& Hay que tener en cuenta que aunque en todas las
reacciones se utilizd6 NBS recientemente recristdhizy, por lo tanto, libre de trazas de
HBr, sin embargo, no se puede descartar la formai®@dBp y en consecuencia, de HBr
que podria conducir a la desprotecciéon del grup®.Rér otro lado, a 0 °C la reaccién
es muy lenta y apenas hay conversiormaéentrada 4). Cuando el disolvente utilizado
es cloruro de metileno, no hay reaccion (entradéd@ mejores resultados se obtienen
al realizar la reaccion a 10 °C (entrada 5), aikléa Unicament@ay 7b con mejores
resultados al aumentar el nimero de equivalentelemAs, observamos que es
necesario llevar a cabo el aislamiento de la réaconediante extraccion con un
disolvente volatil para que la evaporacién de desaes pueda hacerse a temperatura
ambiente, evitando asi la desproteccion del praddetreaccién observada cuando se
evapora directamente el disolvente de la reac&dmH). Aun asi, parte del producto se
desprotege para d&0. Por otro lado, se llevaron a cabo algunas maiftmes del
método de aislamiento, como la adicién de una Bblusaturada de NaHG(para

neutralizar las posibles trazas de acido pero mossiguieron mejores resultados.
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3.6.1.2. Sintesis de 7c

Con la finalidad de generar otro analogo del pmufa de FMISO,y tras el
estudio de bromacion que habiamos llevado a ca&bpessd en la preparacion de
aumentando el niumero de equivalentes de NBS. Sbamym, para nuestra sorpresa,
cuando aumentamos los equivalentes de NBS (3 atppht 8,5 horas a temperatura
ambiente, se aislo solamente producto monobroriadosu derivado desprotegic®
(Esquema 3.13). Cuando disminuimos la temperallr&g) y aumentamos la cantidad
de NBS (4 eq.) solo se observé en cantidades traza por HPLC-MS. Este resultado
podria justificarse en base a la sustitucion mugedida en la posicio€5 tanto por
efecto electronico electroatractor del grupo njtrel atomo de Br como por el intenso
efecto estérico de los dos sustituyentes volummaso las posicione€4 y N1. De
hecho, Palmer ycol'® describen la formacién cuantitativa de 4,5-dibreno
nitroimidazol a partir de imidazol y NBS.

Br

(\/E/\/\OTS NBS/DMF BrQ/\N/\/\OTs %\NN\OTS @/\/\OTS

— L o +

NO =l N

‘o ta,85h NOZO 020 ©
o

7a 7c (0%) 7b (20%) 30 (25%)
Esquema 3.13

Tras el fracaso de esta primera aproximacion agpgpacion del derivadtc, se
pensé en una ruta sintética diferente mediante régogpacion de 4,5-dibromo-2-
nitroimidazol 32 por bromacién de 2-nitroimidazob) con NBS segun el método
descrito por Palmer gol.**® A continuacién,32 se trataria con el ditosilatb7 en
presencia de GEO; en DMF (Esquema 3.14). Primero, la bromacior6dmsn NBS

condujo a32 con un rendimiento cuantitativo, que posteriorraes¢ tratdo corl?

129 palmer, B. D.; Denny, W. Al. Chem. Soc. Perkin Trans.1989 95-99.
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durante 24 horas a 60 °C sin observar la conved&nos materiales de partida.
Posteriormente, la temperatura se elevdé hasta COA%as 24 horas se observo la
conversion completa de los materiales de partidey pe aislé una mezcla compleja de
reaccion en la que fue posible identificar, mediaespectrometria de masas, el
producto de reacciérc en cantidades traza. Este resultado puede jasségor la baja

nucleofilia del anién imidazolato como consecuerdgala presencia de tres grupos
electroatractores en el anillo, asi como el maygpedimento estérico debido a la

presencia de dos sustituyentes en las posicioRgC5.

TsO OTs O2N
(/\NH NBS/DMF i /\(g'; }\N oT
17 /\ﬁ s
’k Br\g\NH / N%

N _ I OTHP
NO, ta. N’kNOZ CsCOs, DMF Br
(99%) 60 °C, 24 h. Br
5 32 100 °C, 24 h. 7c (trazas)

Esquema 3.14

3.6.2. Sintesis de precursores lipdfilos de FMISO gartir de 3-(2-nitroimidazol-1-
il)propano-1,2-diol (25)

3.6.2.1. Sintesis de 7b

A pesar del éxito de la reaccion de monohalogenadidy que resaltar la
notable inestabilidad d&b en disolucién o como aceite, que con facilidadesprbtege
a 30, por lo se plante6 un cambio de estrategia eattasintética con el fin de evitar la

desproteccion déb en la etapa de bromacion (Esquema 3.15).
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O,N
O2N ) OH
>\ OH  N-bromoftalimida 7~N TsCl, EtzN
NN — N OH e
—
= OH DMF, t.a w Bu,SnO
79% Br MeCN
25 33b ta,24h
72%
O,N O,N
)/\N OTs  pHP, PPTS )/\N/\f OTs
—_— >
N% OH DCM, 0 °C N% OTHP
0,
Br 30 08% Br  7p

Esquema 3.15

Se llevd a cabo el estudio de bromacion del @b6lcon NBS en DMF
modificando tanto los equivalentes de NBS, tiempdsmperaturas de reaccion. En
todos los casos se obtuvo el producto deseado ezgs relativas bajas o medias
medidas por HPLC (37-70%), sin embargo, la imptiddul de separacién del producto
final y de la succinimida formada, mediante crorgedfia en columna con diferentes
polaridades nos llevo a cambiar el reactivo utilzgorN-bromoftalimida. Cuando se
hizo reaccionar el dioR5 con N-bromoftalimida (1,4 eq.) se obtuvo el derivado
bromado33b con un 79% de rendimiento (Esquema 3.16). Posteeiote, la tosilacion
regioselectiva d&3b con TsCl catalizada por BBnO porporcion@®0 con un 72% de
rendimiento. La proteccion d&0 con dihidropirano en DCM catalizado por PPTS
condujo a7b con buenos rendimientos. A pesar de que el rerdimiglobal para
obtener7b segun este método es inferior al descrito antegate (39% frente a un
49%), cuando seguimos este ultimo procedimientoglemtimo paso de reaccidon se
utiliza un disolvente muy volatil, por lo que eslaimiento del producto final es mucho
mas rapido y permite conseguir el producto en essatido facilmente, evitando largos
tiempos de evaporacion de disolvente para preseriiesproteccion.
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3.6.2.2. Sintesis de 7c

De forma analoga a como se hizo anteriormente,nyeatando el numero de
equivalentes dé&l-bromoftalimida, se continu6 con el propésito deseguir7c segun

una nueva ruta sintética que supone la dihalogénaigl diol25 (Esquema 3.16).

O;N O,N
>\ OH _ >\ OH
N N N-bromoftalimida N/ N M
—_—
= on DMF t.a %Br OH Bu,SnO
36% Br MeCN
25 34 ta,24h
51%
02N OZN

N /\(\
- > OTHP
%Br OH DCM, 0 °C %Br

Br 69% Br

Esquema 3.16

El diol 25 se hizo reaccionar coN-bromoftalimida (4 eq.) dando lugar al
derivado dibromad®4 con un 36% de rendimiento. A continuacion, la &wsdn
regioselectiva de&4 con TsCI catalizada con BsnO condujo &85 con un 51% de
rendimiento. Finalmente la proteccion de este dbidicbpirano en DCM proporciono

7c con buen rendimiento (69%).
3.6.3. Sintesis de precursores lipofilos de FMISQopreacciéon de Suzuki-Miyaura
Uno de los objetivos de este proyecto de Tesisdalces la sintesis de derivados

lipéfilos de 7a mediante reaccién de acoplamiento C-C enlr¢ compuestos organo-
metdlicos catalizada por paladio. Para abordarodgétivo, inicialmente se llevd a cabo
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un estudio de la reaccidon de Suzuki (Esquema 3riefliante la optimizacion de la

reaccion entrelyy el 4cido fenilborénico23d) (Tabla 3.4).

PhB(OH); (23d)

Br_q/\o/\ oTs . Ph‘(/\N/\/\ OTs
N= catalizador N‘L o
NO, O base NO, O
o disolvente o
7o temperatura 7d
Esquema 3.17
Tabla 3.4.Optimizacion de la reaccion de Suzuki efftioey 23d.
23d Catalizador . Aditivo Relacion 7d
Entrada Disolvente T (°C) t(h) o
(eq.) (% mol) (eq.) (7b:7dy*  Rto.(%)
Pd(PPh), CsF . .
1 11 d((3) ) DlME / 2.2) reflujo 18 88:12 3
Pd(PPh), Tolueno Ko,COq . .
2 15 ) EtOH (10) reflujo 19 10:90 25
Pdy(dba), NagPO,
3 1.5 d((lo) )Z Tolueno 3) 100 24 nd 0
Pd(OAc Na,CO;
4 1.8 (12) H,O 3) 120 16 nd 7
Pd(OAc) K,COs .
5 1.05 (4)° Acetona/HO (2.5) 65 18 53:47 26
6 2.10 Pd((%a‘ Ch Acetona/HO KZ((5:)O3 65 5 36:64 50
Pd(OAc) K,COs .
7 2.5 (15) Acetona/HO (6) 65 41 8:92 69
e Pd(OAc) K,COs .
8 2.5 d((g)) L Acetona/HO (g)os 65 17 97:3 nd
¢ Pd(OAc K,
9 2.5 (15) Acetona/HO 6) 65 0,16 nd 34

2 Relacion relativa por HPLC? Afladido como dos porciones iguales al comienzdadeeaccion y
después de 17 hSe afiadi6 una tercera porcion de catalizador 23dwras® nd. No determinad®dSe

utilizé feniltrifluoroborato de potasid;Se llevé a cabo por calentamiento con microondas.

Cuando se realiz6 la reaccion de acoplamiento €rCtodos las condiciones

ensayadas se obtuvo una mezcla tbe/7d, asi como formacion de bifenilo. La

utilizacion de Pd(PRJy condujo a un rendimiento mejor en tolueno/EtOH%25ue
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en DME (3%) (entradas 1 y 2). Al modificar el catatior por Pgldba} no se observo
conversién (entrada 3). Debido al bajo rendimientitenido, se pens6 en modificar las
condiciones siguiendo las descritas por Novakol, quienes encuentran que los
catalizadores de paladio libres de fosfinas, cord¢ORc), o Pd(dbak.CsHs, son
notablemente mas activos que sistemas -cataliticasados en fosfinas como
Pd(PPh)..**° La reaccién llevada a cabo en agua proporcion@neimiento bajo (7%)
(entrada 4), pero al cambiar el disolvente de iéacgor una mezcla acetona/agua el
resultado mejoré notablemente (26%) (entrada 5).atnento del numero de
equivalentes de la bas#3d y catalizador, y del tiempo de reaccion, pernstdseguir
una relaciorvb:7d (8:92) maxima y un rendimiento mejorado (69%) (@uéis 5-7). La
utilizacion del correspondiente trifluorborato caja a una conversion muy baja
(entrada 8). Debido a los largos tiempos emple@doa la reaccion y a no llegar a la
conversion total de7b se decidié aplicar un método mediante calentamigro
microondas, y asi conseguir en tiempos mas comusyores conversiones. Sin
embargo, cuando se llevé a cabo la reaccion pentahiento mediante microondas
(10 minutos) el rendimiento obtenido fue peor del@tlaumento de subproductos en el

crudo de reaccion y a una menor conversion en todasasos (entrada 9).

Una vez optimizada la reaccion de Suzuki, las ciodés de reaccion se
aplicaron a la preparacion de una serie de dersvddeo tanto por calentamiento
convencional como por microondas (Esquema 3.18]aTalb). Los rendimientos
obtenidos con calefaccién convencional varian entenos y bajos, mientras que los
obtenidos mediante microondas estan entre valorediosm y bajos. Los acidos
borénicos mas nucledfilos reaccionan mejor debiddaapresencia de grupos

electrodonadores, y esta es la tendencia genesahainla con el método convencional

199 wallow, L. T.; Novak, B. MJ. Org. Chem1994 59, 5034-5037.
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(7d, 7f, 7gy 7Th vs 7ey 7j) y con el método de microondag&d(y 7f-i, vs7ey 7j).
Ademas, cuando el acido arilborénico tiene un grafeztrodonador el rendimiento
obtenido mediante microondas practicamente iguataraimiento obtenido mediante
calentamiento convencional. Aunque esto no se aupaia los estirilderivadod-7o,

la variaciéon irregular de rendimientos puede sdridie a su dificil separacion del
producto de partid@b.

ArB(OH),

_/\N/\/\ OTs  Pd(OAck, K:COs _(/\N/\/\ OTs

—

[ o
N02 acetonalHZO N NO,
65°C o

7d-o
Esquema 3.18
Tabla 3.5.Rendimientos obtenidos en la sintesig de.
Rto.(%) Rto.(%)
Producto® R _ _
Método convencional Microondas®

7d Q 69 34
7e >/: 55 17

Cl

M

7t e@ 66 65

MeO
79 € < : > 71 -

7h 68 63
7i 45 44
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Rto.(%) Rto.(%)
Producto® R _ _
Método convencional Microondas®

7 50 31

Cl
-
=
7k H@ 5
@/V
71
X
/@/V
eO
/@/V
F

- /@/\/ - ]

7n M

70 - 25

& Se utilizaron 2,5 eq. de acido boronico, 15 % dePd(OAc) y como disolvente acetonafBl en todas
las reacciones. Se llevaron a cabo a 65 °C durante 48 hdr&g llevaron a cabo a 100 °C durante 10
minutos;® El compuesto no se caracterizé por ser una mezségarable dék y 7b.

Para solucionar la dificultad de separacion mediaromatografia por columna
de los derivados lipdéfilos y el material de partitaque queda sin reaccionar en las
reacciones de Suzuki-Miyaura, se llevo a cabodaaqién de litiacion d&b conBuLi y
posterior hidrélisis para ddla. Luego, esta reaccion se aplicaria a las meZdag7b,
para dar mezclagd-o/7a. Sin embargo la reaccion no tuvo lugar a tempeaatu

ambiente, observandose solo producto de parbd&squema 3.19°

200 Langhammer, |.; Erker, Heterocycle005 65, 1975-1984.
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N OTs 1) BuLi (\N/\/\ OTs
_(\ OTHP ﬁ H,0 =l orHP
No2 NO,
7b

Esquema 3.19

Con el mismo objetivo, se ensayo la reduccion etéace C-Br derb con
hidrogeno en presencia de paladio al 5, 10 y 3M8#estarbono. De la misma manera la
reaccion se aplicaria en las mezclas/d&b que no presentan grupos reducibles para
dar mezclas derx/7a Estas nuevas mezclas se podrian separar facilnporte
cromatografia en columna por diferencia de poldriciansiguiendo su purificacion. La
reaccion se llevé a cabo utilizande B 1 atm en acetona (Esquema 3%Q)ero en

ningun caso se observo la formacion del productedecion’a

SN Dots H,PdIC N
=l ome ——# =L ome
N NO, acetona NO,

7b 7a

OTs

Esquema 3.20

También se llevaron a cabo otras aproximaciones @amentar la reactividad
del derivado halogenado en la reaccion de Suzuki.s& planted la preparacion del
yododerivado36 mediante reaccion déa con NIS y asi conseguir la conversion
completa de este en la reaccion de acoplamiento SHC embargo, no se observo

reaccion después de 22 horas a temperatura am(iesggema 3.21).

2011jJ.J.; Gribble, G. W. Tetrahedron Organic Cistry SeriesPalladium in Heterocyclic Chemistry;

Baldwin, J. E.; Willians, R. M.; Eds.; Elservieri&ace: Oxford, 2000, Vol. 20, pag. 347-349.
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(/:Z/\O/\ OTs NIS (2 eq.) |‘q/\o/\ OTs
N"“No, o N"" o, O
o t.a.,22h o
Ta 36

Esquema 3.21

Por ultimo, se intentd la formacion del derivadedmico 37 a partir de7fay 38
para explorar el acoplamiento de Suzuki inverso.l&meaccion solo se aislo el

producto de sustitucion nucledfila del tosilato fgor acetat®9 (Esquema 3.22f2

M
\(\N/\/\OTS PdClx(dppf) Mo K /E/\K\OTS \(\N/\/\OAC
Noz KOAc, DMF, 80 °C, 18 h Mef ) No2

Me (@)

Me;to o Me >

Me B-B

. . Me
Me © © Me

Esquema 3.22

3.6.4. Sintesis de 7d por arilacion directa con breoarenos

Uno de los problemas encontrados en el aislamigatta reaccién de Suzuki-
Miyaura de7b con acidos arilborénicos fue la dificultad de sapen del producto de
reaccion 7d-o y el material de partiddb que quedaba sin reaccionar mediante
cromatografia en columna, debido a que ambos catgriéenen una polaridad muy
similar en las distintas condiciones cromatogréfieasayadas. Por ello, se ensay0 la
arilacion mediante activacion C-H da con bromobenceno catalizada por paladio en

N,N-dimetilacetamida (DMA) de forma convencional ylisindo microondas con

292 |shiyama,T; Murata, M; Miyaura, N.. Org. Chem1995,60, 7508-7510.
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diferentes temperaturas (100, 150 y 200 °C), tiem({®3-20 horas), bases (KOAc,
K,CQOs) y catalizadores (Pd(OAg) PACL(PPh),) segun han descrito Kumar gol.
(Esquema 3.237°?%En ninguin caso se identifid@ 6 7d en el analisis de HPLC-MS.

Br
/\N/\/\OTS_'_ DMA Ph\(/\N/\Cg-I\POTS
N%NOZOTHP catalizador 75 N;kNoz

7a 40 7d
Esquema 3.23

Ante la imposibilidad de la formacién d& por arilacién directa d&a con
bromobenceno, se investigo otra ruta sintéticaui&ngio el mismo procedimiento que
en el caso anterior se llevo a cabo esta mismaiteaa partir del dioR5. A pesar de la
desaparicion de&5 no se observé la formacion @&3d, obteniendo por HPLC-MS
productos sin identificar en cantidades traza, U@ qos hizo suponer gugs se

descomponia (Esquema 3.24).

Br

Pd(AcO),
/\N/\/\ OH I N/\/\ OH
= OH + DMA 150 °C
NANOZ [ j /k
25 40 33d

Esquema 3.24

3.6.5. Reacciones de Suzuki por acoplamiento deldmodiol 33b

Entre los intentos de encontrar condiciones masuadias para la preparacion y

el aislamiento de los derivados lip6filos de FMIS®, estudid la reaccion de Suzuki

155 Kumar, P. V.; Lin, W. S.; Shen, J. S.; Nandi, Deg, H. M.Organometalli¢c 2011, 30, 5160-5169.
23Roger, J.; Doucet, H.; Tetrahedron. 2009, 65, SF721.
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entre el bromodiol33b con el acido fenilbordnico 23d) para obtener el dioB3d
utilizando las mismas condiciones que se utilizaaoteriormente para el precursor
bromado7b de FMISO tanto de forma convencional como por ogodas (Esquema
3.25; Tabla 3.6}°

O,N ac.fenilborénico  O,N

OH OH OH
) KoCOs, PA(ACO), % /\f N/% N
; N/\(\ 2! 3
N OH N OH Ph_@\ OHPh_(/;\
% acetona/H,0O % N o N—">0o
Br Ph
33b 33d M 42

Esquema 3.25

Tabla 3.6.Reaccion de Suzuki por acoplamienta3@® con acido fenilborénica?@d).

Tiempo 33b 33d 41+42

Entrada ® Método T (°C) X ) ) Rto (%)°
(h) (%)" (%) (%)
1 Microondas 100 0.17 0 90 10 .d.
2 Microondas 100 0.33 0 a0 10 27
3 Microondas 100 0.50 0 84 16 n.d.
4 Convencional 65 24 2 93 5 30
5° Convencional 65 56 43 55 2 n.d.

& Cantidades de productos: acido fenilborénico (Bdh), KCO; (6 eg.), Pd(OAg) (0.15 eq.),
acetona/kO. ® Relaciones relativas obtenidas por HPE@islado por cromatografia en columna sobre
gel de silice.” nd. no determinado® Se utilizo feniltrifluoroborato de potasio en lugdel &cido
fenilborénico, PdCG(dppf) como catalizador y TBACI en tolueno/agua.

Se observo que cuando se utilizaba microondas ecoétodo de calentamiento
(Tabla 3.6; entrada 1-3) al aumentar el tiempo aebeaion el producto finad3d se
transformaba en los productos de ciclacldry 42. Cuando la reaccion se llevé a cabo
mediante calentamiento convencional, se alcanzanayar formacion del producto de
acoplamientd33d y la formacién de subproductos de ciclacion disi@nEntrada 4).

Sin embargo, en todos los casos el rendimient@melucto33d aislado fue muy bajo

99 wallow, T. L.; Novak, B. MJ. Org. Chem1994,59, 5034-5037.
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(27-30%). A continuacion, se llevé a cabo la re@eccon feniltrifluoroborato de
potasio, mediante calentamiento convencional (dasreb), después de 56 horas la
conversion d8&3 fue de solo el 57% mediante calentamiento coneaati Se continud
con un estudio mas exhaustivo de la reaccion med@alentamiento con microondas
durante 10 minutos con el &cido fenilboréni2z8d), modificando el catalizador, la base
y el disolvente (Esquema 3.26; Tabla 3.6).

OH
2

Br‘(\N/\I/\OH acoplamiento C-C 33d 41 42
N’kN o oH T
2 OH
a2t (Y T N
NﬁkO N;k e}
43 44

Esquema 3.26

Tabla 3.7.Ensayos de la reaccion de Suzuki por microondas.

33b  33d 41/42 43/44 Ry

a . .
Entrada Disolvente Catalizador Base %) b %) b %) b %) b (%)
1 Acetona/HO Pd(dbay K,COs 0 47 46 7 nd
2 Acetona/HO PdCj(PPh} K,COs 0 79 21 0 nd
3 Acetona/HO PdCj(Pddf), K,CO; 0 76 24 0 nd
4 Acetona/HO Pd(PPh), K,COs 0 82 18 0 nd
5 Acetona/HO Pd(OAc) K,CO; 0 86 14 0 nd
6 Acetona/HO Pd(OAc) TEA 0 97 3 0 44
7 Acetona/HO Pd(OAc) NaHCG, 0 95 5 3 51
8 Acetona/HO Pd(OAc) NaP O, 0 85 15 0 nd
9 Acetona/HO Pd(OAc) CsF 5 99 1 0 nd
10 DMF Pd(OAc) K,CO; 0 94 6 8 nd
11 Tolueno-EtOH Pd(OAg) K,CO; 0 87 13 10 nd
12¢ DME Pd(OAc) K,CO; 11 84 5 0 nd
13 Acetona/HO Pd(OAc) 56 41 3 0 36

#Todos los experimentos se realizaron a escala aegs@ 100 °C, durante 10 minutos con 15% mol de
catalizador, 2,5 eq. de &cido borénico y 6 eq. dseff Relaciones relativas por HPLE;nd. no
determinado.’ Se utilizé TBA CI;® Se utilizé feniltrifluoroborato de potasio en lugdel &cido
fenilbordnico.
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La utilizacion de Pd(OAg) y acetona/bO fue la mejor combinacion de
catalizador/disolvente. Las bases que proporcionamejores resultados fueron
trietilamina, NaHCQ@ y CsF (Tabla 3.7; entradas 6, 7 y 9). Otros deuies como
DMF, tolueno/EtOH o DME conducen a conversiones anesn o mayor formacion de
productos secundarios (entradas 10-12). Finalmente, utilizacion de
feniltrifluoroborato de potasio sin base, condujtaa solo un 44% de conversion de
producto de partida (entrada 13). Los crudos deci@a correspondientes a las entradas
6 y 7 se purificaron mediante cromatografia englaeparativa (entrada 6: 44% rto;
entrada 7: 51% rto).

Una vez optimizada la reaccion de Suzuki, las resjeondiciones de reaccion

(entrada 7) se aplicaron a la preparacion de losats33eh mediante calentamiento

por microondas.

O,N ac.fenilborénico O,N

OH OH
% OH acetona/H,0 % OH
. 100 °C, 10 min. R
M.O.
33b R = Ph (33d) 51%

R=3-CICeHs  (33e) 15%
R = 4-1"-bifenilo (33h) 14%

Esquema 3.27

Los rendimientos obtenidos con calefaccibn mediamicroondas para los
derivados seleccionados fueron muy bajos, no njor&n ningln caso la sintesis de
derivados de FMISO a partir del bromoderivadp por o que no se continud con esta

sintesis.
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La formacion de los compuestos ciclicos se harilesanteriormente en la
literatur£®® y se explicaria a través del mecanismo propuestel @squema 3.28. La
sustitucién nucledfila intramolecular del grupaaitel nitroimidazol, por el grupo OH
de los carbono€2 y C3 de la cadena alifatica, conduce a la formacioardéter ciclico
de cinco o seis miembros. La formacion preferidaidenillo de 5 atomos se publicé
recientemente por Suehirocpl.?®* Aunque en este trabajo los autores especulan sobre
una preferencia cinética para la formacion del l@ande cinco, sin embargo,
anteriormente Kim ycol. 2°° describen la formacion preferida de un anillo éis.sEn
este caso, cuando el alcohol primario esta degpdui€y protegido el secundario), se
forma el anillo de seis. Pero cuando el alcoholuiseario esta desprotegido (y

protegido el primario), no se forma ningun anillo.

a)
R/ N on B L
ﬁ - AHN?;S GQA G
’ No2
R \(\N/\/\OH —{5 \ R~y OL R~(\
e ﬁ s

Esquema 3.28Sustitucién intramolecular del grupo nitro a) fooiden del anillo de cinco b) formacion
del anillo de seis.

204 syehiro, M.; Yang, G.; Torchon, G.; Ackerstaff; Eumm, J.; Koutcher, J.; Ouerfelli, ®ioorg.
Med. Chem2011, 19, 2287-2297.

205 Kim, P.; Zhang, L.; Manunatta, U.H.; Singh, R.;t&aS.; Jiricek, J.; Keller, T.H.; Beshoff, H..;
Barry, Ill, C.E.; Dowd, C.SJ. Med. Chem2009 52, 1317-1328.
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3.7. Fluoracion de los precursores de FMISO

Teniendo en cuenta que la reaccion de fluoraciquosterior hidrolisis de los
derivados precursores de FMISO son etapas muy targes desde el punto de vista
del proceso radioquimico, se realizé un estuditadeaccion de fluoracion déa en
frio en diferentes condiciones (Esquema 3.29). Adedel producto fluoradd5a, se
identific6 también el producto de eliminacié¥6. En la tabla 3.8 se recogen las

condiciones ensayadas para la fluoracioiale

. CH;
GO 2o O+ (3

(@] (@) (@)

7a 45a 46

Esquema 3.29

Tabla 3.8.Estudio de reaccion de fluoracion.

Entrada ® Disolvente Reactivo T (min.) 78 458 46
20 47 45 7
40 21 67 11
MeCN/H,0 60 14 75 11
1 (bmim)(BE;) CsF(5eq) 80 8 78 14
100 3 82 15
120 1 85 14
2 A'C;)r?]‘i)l'i;(e)rc' CSF (3 eq)) 150 2 95 3
3 MeCN SIG/TBAF 210 0 81 19
(5eq) 20 o
4 5 1
4 MeCN PS’\;(C"&)SF 150 73 25 2
(5eq) 1440 3 90 7
420 48 37 15
5 MeCN CsF (5 eq.) 1440 20 58 50
£ SIO,/TBAF 10 25 65 10
(7,5eq.) 15 26 61 13

2 Todas las reacciones se llevaron a cabo a 106&p® la entrada 2 (120 °C)Porcentajes relativos
por HPLC. La reaccion se llevé a cabo en medio seco y cateatdo por microondas.
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Las reacciones realizadas proporcionaron en la risagle los casos una mezcla
de 7a, 45ay 46. Utilizando MeCN como disolvente orgénico, cuarsdo utilizé un
liquido ibnico como codisolvente se obtuvieron megoresultados, consiguiendo en un
menor tiempo de reaccion la conversion total “ey una menor cantidad de
subproducto46 (entradas 1 y 5). Cuando se llevo a cabo la reaccan TBAF
soportado en SiO(entrada 3) se consiguid la conversion completa/al@ mayor
tiempo de reaccion y se obtuuoa mayor cantidad de subprodud® Al utilizar un
fluoruro de amonio cuaternario soportado sobredgesdilice 0 soportado en una resina
de poliestireno (entrada 4) la reaccién fue mataJem completandose después de un
dia de reacciéf’® Al cambiar el disolvente por alcoht#rc-amilico e incrementar la
temperatura (entrada 2) la reaccion fue mucho nmapid, obteniendo un mayor
porcentaje del5aen un tiempo mas corto, disminuyendo la cantidadudgproducto.
Segun describen Kim gol.,>*’ la utilizacién de un alcohol terciario, disolvepttico,
proporciona una mayor actividad catalitica, lo gaesorprendente ya que las reacciones
Sn2 son mucho mas eficaces cuando se llevan a calaiselventes aproticos. Una
segunda ventaja, cuando se usa el alcohol terci@imo disolvente es el alto
rendimiento del producto final, que es dependieielecation utilizado (Cses mucho
mejor que K). Como tercera ventaja, la reactividad del i6rutml(nucleofilia) esta
invertida respecto a la reactividad de un halurdisalventes polares tipicos @s mas
reactivo que Bj y por ultimo, el efecto del grupo saliente, parser mucho mayor que
para la K2 convencional, o que sugiere que algun tipo deraccion entre el grupo
saliente y los otros componentes de la reaccionu@kdfilo, catién o disolvente) afecta

a la velocidad de reaccion.

208 Thompson, L.; Ellman, Jetrahedron Lett1994 35, 9333-9336.
27 Kim, D. W.; Ahn, D.-S.; Oh, Y.-Ho; Lee, S.; Kil,.F8.; Oh, S. J.; Lee, S. J.; Kim, J. S.: Ryu, J. S.
Moon, D. H.; Chi, D. YJ. Am. Chem. So2006 128 16394-16397.
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A partir del precursor de FMISO y sus derivadabsj, la sustitucion nucleofila
de flior por desplazamiento del grupo tosilo transé con rendimientos buenos a

moderados obteniéndose los derivados fluord8asj (Esquema 3.30, Tabla 3.9).

R, R,
R \X/\N/\/\ OTs CsF Rl\z\N/\/\F
! = @) alcohol ;k o
N e N
NO, O terc-amilico NO, \j
(o]
7a o) 120°C, 3 h saj ©
R; = H, Br, Ar R: = H, Br, Ar
Ry = H, Br R> = H, Br

Esquema 3.30

Tabla 3.9. Rendimientos de los productos fluorad@s-|.

Producto Ry R, Rto.(%)
45a H H 82
45b Br H 69"
45¢ Br Br 37
45d @ H 85’

Cl
45e @— H 50°
45f Me@ H 61°
45¢ Me04©— H 62
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Producto Ry R, Rto.(%)

45i CO H 74°

Cl

45j C|©— H 56°

2 Rendimientos aislados por cromatografia en colufiendimiento del producto crudo aislado y no
purificado.

Los productoglba, b, cy h se aislaron por cromatografia en columna de gel de
silice. En el resto de los casos se utilizé el petal crudo aislado para ser tratado en la

posterior etapa de hidrolisis del grupo tetrahideoplo.

3.8. Hidrdlisis de los precursores de FMISO

Por ultimo, el grupo tetrahidropiranilo se hidrdlizon &cido acético acuoso para
darla-j con rendimientos buenos a moderaffesgquema 3.31; Tabla 3.10).

Ra Ro
AcOH
leN/\/\F THE/H,0 Rl\%\N/\/\F
=l © —_— | oH
.0 3-7h. .
45 a-j 1a
R1 = H, Br, Ar Ry =H, Br, Ar
R> = H, Br R2 = H, Br

Esquema 3.31

Tabla 3.10 Rendimientos de FMISO y sus analogasf.

Producto R, R, Rto.(%)
la H H 55
1b Br H 65

127



Discusion de Resultados

Producto R R, Rto.(%)

Ic Br 69

1d
C

le
M
1f
Me
19

1h H 56

1i H 25

O
O
e@ H 73
-

Se llevé a cabo una comparacién del desplazamiguiimico de'H-RMN y
3C-RMN de los diferentes derivados en comparaciénfdISO para el protéhi5 y
los carbono<2, C4 y C5 del anillo de 2-nitroimidazol (Tabla 3.11). Noesgcontraron
diferencias significativas, observando que paraacado de ellos las variaciones
observadas correlacionan con los desplazamientndatios para los sustituyentes

bromo y arilo en un anillo de benceno.
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Cuando el derivado tiene bromo como sustituyentk gosicionC4 del anillo
del imidazol, las variaciones observadas, € -13,2 ppmpcs = -0,2 ppm;dys = +0,09
ppm) correlacionan bien con las tabuladas paramesi®o sustituyente en el anillo de

bencenodcs = -5,8 ppmpcs = +3,2 ppmpys = +0,18 ppm).

Cuando el derivado tiene como sustituyente unaifepilo en la posiciérc4
del anillo del imidazol, los desplazamientos obadog §cs = +13,6 ppm;dcs = -3,6
ppm; éys = +0,30 ppm), correlacionan bien con los tabulagasa este mismo
sustituyente en el anillo de bencergs(= +13,1 ppm;dcs = -1,1 ppm;dys = +0,37
ppm).

En cuanto al desplazamiento quimico @B un sustituyente e@4 no produce
ningun efecto 1b, dcs = 128,7 ppmila, dcs = 128,9 ppm) por lo que no se observa el
efecto mesémero del sustituyente soBfe CuandoC5 esta también sustituido por
bromo se produce un desplazamiento a campos nwas(df 6cs = 117,7), lo que se
opone al efecto inductivo del bromo. Este desplaaim a campos mas altos se ha
atribuido al elevado volumen atomico del bromo. 8o lado, los sustituyentes arilo
en C4 producen un desplazamiento @ a campos mas altos mas atenuado: (3,6-
4,6 ppm) que el atomo de bromo, sin diferenciasifsigtivas independientemente del
caracter electronico del sustituyente en el afi®:(1 ppm), lo que parece indicar la no

coplanaridad de los dos anillos.

En cuanto al desplazamiento quimico @dl, ya se ha comentado el efecto
apantallante que ejerce un atomo de bromo unidmrdlono como consecuencia del
volumen atomico del halégen@g 6c4 = 127,8 ppm:lb, dcqs = 114,6 ppmilc, dcs =
114, 7 ppm). Sin embargo, los sutituyentes arilo @ producen un efecto
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desapantallante sobre este carboné ( 7,2-13,6 ppm), que es independiente del
cardcter electrénico del sustituyente en el a(ib: 6,4 ppm)).

Para elC2 del anillo del nitroimidazol, no se aprecia ningéfecto en el
desplazamiento quimico por parte del sustituyentel€4 del anillo, manteniéndose
practicamente constante para los diferentes armglatpbido a que el grupo nitro y el

sustituyente en C4 no estan conjugados.

Para el desplazamiento quimico del hidrégebose observa en todos los casos
un desplazamiento a campos mas bajos, mas acerduaddo el sustituyente €4 es
un grupo arilo 45 : 0,34-0,47 ppm) que cuando es bromd (0,09 ppm), y que puede
atribuirse al efecto anisotrépico del anillo sobt®. Grupos arilo con sustituyentes
electroatractores producen un efecto anisotropjerdmente mas intensdj(dys : 7,95

ppm) que aquellos que presentan grupos electrodoggmdg; ons : 7,79 ppm).

Rl\g/\ N/\/\ F
,k OH
NO,
1la

Tabla 3.11 Desplazamientos del-RMN y *3C-RMN en los derivados de FMISO

Producto R R, & H5 (ppm) & C2 (ppm) & C4 (ppm) & C5 (ppm)
la
H H 7.48 146.2 127.8 128.9
1b Br H 757 146,0 114.6 1287
le Br Br 1463 1147 1177
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Producto R, R; & H5 (ppm) & C2 (ppm) & C4 (ppm) & C5 (ppm)

1d @ H 7,87 146,4 141,4 125,3
Cl

le @ H 7,94 146,2 139,4 125,5
Me

1f @ H 7,82 n.o. 141,3 124,7
MeO

1g € < :> H 7,79 146,0 141,3 1243

1h H 7,92 n.o2 140,8 125,2

1i H 7,93 n.o. 135,0 125,5

Cl
1j u@— H 7,95 n.o. 137,0 124,4

2n.0. no observado.

3.9. Otras alternativas para la sintesis de derivam$ de 7a

Debido a qudas reacciones de acoplamiento @& con acidos arilborénicos

transcurrian con rendimientos de medios a modergdogue no se completaban y por

la dificil separacion mediante cromatografia pduicma del producto de partidd y

el producto final7d-o, nos planteamos otras alternativas para la sinteserivados

lipofilos de 7a. La monobromacion dé, seguida de reaccion de acoplamiento C-C con

acidos arilboroénicos y posterior alquilacién dofh(Esquema 3.32) no era viable debido
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a la imposibilidad de obtend7 segun han descrito Palmecgl., " que llevaron a cabo

el estudio de bromacién obteniendo solo el produdibromado, nunca el

monobromaddal7.
Br
) —
N NH
ﬁfL) N NH
Y \ reaccion
NO, suzuki
6 \ TS0 oTs
\) OTHP  Ar
o] oxidaccién 17 =\
JJ\/ Br A 0 reaccion tipo N\YN H NY N/\(\ OTs
Ar Sandmeyer NO NO, OTHP
49 =\ 7_\ / 2
4 — NYNH—> NYN 7 dwo
H2N NHAC NH,
NAc
48 51

Esquema 3.32

Teniendo en cuenta estos resultados, se plant@dubér sintética a través de la
preparacion del 2-acetilaminoimidaz8. Partiendo de bromoacetofenondS)(y N-

acetilguanidina §0) se pueden preparar acetilaminoimidazolé8 facilmente

hidrolizables a los aminoimidazol&4. Posteriormente, la oxidacion o la reaccion tipo

Sandmeyer deberia conducir a la formacion del defisado52 que por alquilacion
con 17 formaria el producto deseadd-o como regioisomero mayoritario (Esquema
3.32).

129 palmer, B. D.; Denny, W. Al. Chem. Soc. Perkin Trans1989 95-99.
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3.9.1. Sintesis de 2-aminoimidazoles sustituidos

Partiendo de bromoacetofenod®)(y N-acetilguanidinag0) se ha preparado el
acetilaminoimidazo#i8a el cual en medio acido se hidrolizo a la anbta (Esquema
3.33). Ambas reacciones se realizaron por calefacpor microondas segun se ha
descrito previament®® Se llevé a cabo una optimizacién para la primeapat
(Esquema 3.33). Se modifico tanto el tiempo dediéac la temperatura y la potencia
de irradiacion con microondas. Se observO que aoreaytiempos de reaccion
aumentaba el nimero de subproductos en el crudonguse pudieron identificar por
HPLC-MS. También se estudio la formacion del aagtihoimidazol48aen diferentes
disolventes (Tabla 3.12), con el objetivo de mejteato el rendimiento como de hacer

un método mas verde.

Ph MeOH/H,O(1:1) Ph
(0] H.N MeCN —\ 20% H,SO, —\
2 —e
or AN BT ) N):NAcm NN Twowee N
z 10 min. 56%  NHAc 10 min. 95% NH,
49 50 48a 5la
Esquema 3.33
Tabla 3.12.Estudio de formacién dé8acon diferentes disolventes.
Entrada?® Disolvente Rto. (% Pureza HPLC (%)°
1 glicerol nd 4
2° PEG-400 nd 85
DMF 52 88
EtOH 29 61
5° BMINBF, nd 70

1850 50h, H. C.; Chui, W. K.; Lam, Y1. Comb. Chen?008 10, 118-122.
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6 sin disolvente 44 63
7 MeCN 45 90

#Todas las reacciones se llevaron a cabo a 100uf@nteé 10 minutos, utilizando 3 equivalentes\de
acetilguanidina® Rto de48a aislado y puro®en el crudo de reacciéfi;nd: no determinadd®mezcla
inseparable dé8ay el disolvente.

Las relaciones relativas obtenidas por HPLC-MS dnébuenas en todas las
reacciones excepto cuando se utilizé glicerol caisolvente, sin embargo, en algunos
casos el productd8ano se pudo separar del disolvente cuando se uHlEG o un
liquido ionico (entradas 2 y 5). Cuando se llew@aho el aislamiento en cada caso, los
mejores valores de rendimiento aislado48a se encontraron cuando se utiliz6 DMF,
acetonitrilo y cuando la reaccion se realizé ereacia de disolvente (entradas 3, 6y 7).
Como lo que se pretendia era conseguir un método veede y la diferencia de
rendimiento obtenido con los mejores disolventes mrquefia, se decidido hacer un
estudio mas detallado modificando tanto los egaitals de50 utilizados como la

temperatura para la reaccion en ausencia de digelve

En la Grafica 3.1 se muestra la influencia del mande equivalentes dg0
utilizados frente al rendimiento di8a a diferentes temperaturas (100, 130 y 150 °C).
Los resultados experimentales ponen de manifies® lgs mejores resultados se
obtienen cuando la reaccién se lleva a cabo a@Q@ifzando 3 equivalentes &®. Al
aumentar el nimero de equivalentes el rendimieistaiduye pero vuelve a alcanzar un
segundo maximo al utilizar 6 equivalentes de apediidina $0), sin embargo, este no
super6 al primero. Cuando la reaccion se llevéba @130 y 150 °C (punto de fusiéon
de la mezcla) el comportamiento fue similar permistivo un menor rendimiento del

producto.
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50 -
45 1
40 1
35 1
30 1
25 1
20 1
15
10

=100°C
=130°C
=150°C

Rto (%)

0 1 2 3 4 5 6 7 8
3(eq)

Grafica 3.1.Estudio de formacion de acetilaminoimidazol en nosede disolvente.

Una vez puesta a punto la reaccion para la obterdgdacetilaminoimidazoles,
mediante microondas en medio seco, se extendigtuadie a otras bromoacetofenonas.

Los resultados obtenidos se indican en la Figuta 3.

HNYN HN_ N HN_ _N HNYN HN_ N
NHCOCHS NHCOCHS; NHCOCHS NHCOCH; NHCOCH;
48a (56%) 48c (33%) 48d (38%) 48e (40%) 48f (52%)
Figura 3.4

Este método presenta la ventaja de no utilizatiswivente téxico como MeCN.
Por otro lado, el aislamiento del producto soloeséa de un lavado con agua del

producto precipitado.
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3.9.2. Estudio de la reactividad de 2-aminoimidazes 4(5)-aril sustituidos

Las reacciones de oxidacion y tipo Sandmeyer matahsformacion del grupo
amino en un grupo nitro resultaron de gran intéméso desde el punto de vista de los
objetivos de la Tesis (busqueda de nuevos derivigatigos de FMISO) como desde el
punto de vista de la reactividad de estos amin@mulks ya que se trataba de una
reaccion no descrita previamente para estos sustrR®or ello, nos planteamos un

estudio de esta reaccion.

3.9.2.1. Reaccion tipo Sandmeyer

La formacién de 2-nitroimidazob) a partir de 2-aminoimidazob{b) mediante
reaccion tipo Sandmeyer se describié por Lanctolyen 1965 con un rendimiento del
30% (Esquema 3.34)! Se llevé a cabo por diazotacién del sulfato5dé con una
disolucién de nitrito sédico en acido tetrafluoibérdiluido, en presencia de cobre en
polvo, a 0 °C para dar la sal de diazdsid seguido de la reaccion tipo Sandmeyer con

un exceso de nitrito sodico a temperatura ambiente.

R R R
NaNO,, Cu,

. >_\ HBF4, H,O >_\ NaNO; ;_\

128042 H'N_ NH — Ny NH —> N _NH
0°C +Y t.a, 20 h Y
NH2 N2 N02
R = Ph (51a) R = Ph (53a) R = Ph (52)
R=H (51b) R=H (53b) R=H (6)

Esquema 3.34Diazotacion-nitracion dé1b segin Lancini gol. (Ref. 171).

Y1 ancini, G. C.; Lazzari, EExperiential965 21, 83.
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Cuando se ensayaron estas condiciones para leadonm de 4(5)-fenil-2-
nitroimidazol 62) a partir de sulfato de 4(5)-fenil-2-aminoimidaZblla) (Esquema
3.34), en el analisis de HPLC-MS del crudo de r@éacse observaron tres productos
mayoritariosA (tr = 2,44 minutos; 6%; M: 191,0 g/moB, (tr = 3,70 minutos; 21%; M:
144,0 g/mol) yC (tr = 5,85 minutos; 38%; M: 173,2 g/mol) (Figur®)3 El productd
se aislo por cromatografia en columna del crudeedecion y se caracterizé corbd
(50%) por comparacion de sus datos espectroscopicobs de una muestra comercial
(Esquema 3.35).

B M=1440
mAU '
c
&
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| M=1910 '{M 1732
40
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Figura 3.5. Cromatograma del crudo de reaccion de diazotauiémcion de5la utilizando las
condiciones de Lancini (ref. 171).

Ph Ph
1) NaNOy, Cu \/_
=\ HBF,, H,0, 0°C
Ne NH Ny NH
Y 2) NaNO; Y
NH, ta. 20 h H
5la 54 (B)

Esquema 3.35Formacion dé4 (B) a partir debla

La descomposicién de sales de arenodiazonio gsameso bien conocido que,

aunque su mecanismo no ha sido muy estudiado, peopaesto que puede transcurrir
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por via radicalaria y heterolitié® Se han utilizado diferentes agentes reductores par
este proceso como acido hipofosférico, alcoholestgnnito de sodio. Mientras que la
reduccion con acido hipofosférico puede transcumediante un proceso radicalafio,
DeTar y Kosuge sugieren que cuando se utiliza alceh presencia de oxigeno el

mecanismo de la reaccion es heterolitidg*

Para la catalisis con Cu (0), la descomposiciotadgal de arenodiazonkBa
mediante un proceso radicalario podria suponesrtadcion de un complejo con la sal
de diazonio (Ec. 1), que en presencia de agua cenaluradical arilo, nitrogeno y al
complejo de Cu(l) (Ec. 2 Finalmente, el radical arilo puede abstraer uricahd
hidrogeno del disolvente mediante un proceso pquelse genera un radical hidrégeno
por captacion por parte del ién hidronio de un tebec solvatado procedente de la
oxidacién del Cu (0) (Ec. 3y Ec. #y

Ar-N," + Cu— [ArN,CuJ" (Ec.1)
[ArN,CU]" + 2H,0 — Ar” + N, + [Cu(OR),]*  (Ec. 2)

€ (ac)+ H:0" — H'+ H,0 (Ec. 3)

Ar'+H — Ar-H (Ec. 4)

28 Rieker, A.; Niederer, P.; Leibfritz, Dietrahedron Lett1969 49, 4287-90.

29 Kornblum, N.; Cooper, G. D.; Taylor, J. £.Am. Chem. So&95Q 72, 3013-3021.

2 DeTar, D. F.; Kosuge, T. Am. Chem. So&958 80, 6072-6077.

11 3) March’s Advanced Organic Chemistry, Reactions, MechanismasStructure 6th ed.; Smith, M.
B.; March, J., Ed.; Wiley-Interscience, New Jers2§07, cap. 12-14. bjhe Chemistry of Diazonium
and Diazo Groups, pt 1,Z2Patai, S. Ed.; Wiley, New York, 1978. The Chemistry of the Amino
Group, Patai, S. Ed.; Wiley, New York, 1968.

212 Nonhebel, D. CSpecial Publication-Chem. Sd97Q 24, 409-437.

23 0hno, S. IBull. Chem. Soc. Jpri966 39, 2560.
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En nuestro caso, la desaminacion Bg&a para dar 54 (B) mediante
descomposicion radicalaria de la sal de diaz&3a catalizada por cobre (Esquema
3.36) supone la protonacion del anillo de imidazgdara dar su acido conjugado
5laH’. Este experimenta a continuaciBhnitrosacion para dar la nitrosamiga y
posteriormente conduce a la sal de diaz&8@aque por catalisis de Cu descompone en
el radical56. Finalmente, la captura de un hidrégeno del destly generé4 (B).

Ph Ph Ph Ph
NYNH — HNYNH <> N NH | =———= N _NH
[+
NH, NH, X NHNO
5la 5laH* 55
Ph Ph Ph lw
= ot = 4 )=
Ny NH NVNH -— NYNH
Y ) +
H N2
54 (B) 56 53a

Esquema 3.36Mecanismo para la formacion 8é (B).

A la vista de estos resultados se modificarorctagliciones de reaccion segun
se ha descrito por Agrawalcgl., quienes sustituyen el Cu en polvo por una sétude
CuSQ.5H,0.}"? Cuando se ensayaron estas condiciones para ladi@mde 4(5)-
fenil-2-nitroimidazol a partir de 2-amino-4(5)-fémidazol, el analisis por HPLC-MS
del crudo de reaccion fue muy similar al obtenitibizando las condiciones de Lancini
y col,, con la unica diferencia de la aparicion de unvouproductoD (tr = 4,28
minutos; 10%; M = 205,2 g/mol) (Figura 3.6). Eneeshiso también se aisk¥ (B)

(24%) por cromatografia en columna del crudo deciéa.

172 pgrawal, K. C.; Bears, K. B.; Sehgal, R. K.Med. Chem1979 22, 583-586.
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Figura 3.6. Ejemplo de cromatograma del crudo de reacciodiamotacion-nitracion déla utilizando
las condiciones descritas por Agrawaloy. (Ref. 172):"

Las reacciones de Sandmeyer normalmente se eatgla sales de Cu(l), pero
también se usan sales de CU{if)El radical arilo formado reacciona con el complejo
de Cu(ll) para dar un complejo aril-Cu(lll) (Ec. Hue experimenta eliminacion

reductiva para dar los productos de Sandmeyer6(Ec.

Ar’+ CU'X, — Ar-Cu"X,, (Ec. 5)
Ar-Cu" X, — ArX + CuXp1 (Ec. 6)

A continuacion, se llevo a cabo el estudio de demdiciones de reaccion
modificando el medio &cido, la cantidad de NaNgDtiempo y la cantidad de Cu(ll).
En ninguno de los casos se consiguieron las camdisinecesarias para la formacion de
52, sin embargo,51a reaccion6 completamente para dar otros produdtos.los
distintos ensayos se encontraron tres productooniteayos en el crudo de reaccién
dependiendo de las condiciones de la missdgB) (M = 144,0 g/mol)D (M: 205,2
g/mol) y un nuevo productg (tr = 9,8 minutos; M: 189,0 g/mol), ademas de yas

mencionado#\ y C.

172 ngrawal, K. C.; Bears, K. B.; Sehgal, R. K.Med. Chem1979 22, 583-586.
““Hanson, P.; Rowell, S. C.; Walton, P. H.; TimmsWA Org. Biomol. Chen2004 2, 1838-1855.
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El compuestE (M = 189 g/mol) se aislé6 por cromatografia en oola. Sin
embargo, los datos espectroscopicosHRMN, 2*C-RMN e IR, su masa molecular y
su andlisis de combustion no coincidian con loseresips parab2, y tampoco

permitieron caracterizar inequivocamente su estract

Se llevd a cabo la cristalizacion Been MeOH para la obtencion de cristales
aptos para el estudio de difraccion de rayos Xe estudio fue realizado por el Dr.
Adrian Pérez Redondo (Departamento de Quimica Qrgéyn Quimica Inorganica,
Universidad de Alcald), con lo que se caracter&@dtructura de 1,2,4-oxadiazol del
compuestd (57) (Figura 3.7).

Los datos para el estudio de difraccion de rayaseXomaron a 100K en un
difractometro Bruker-Nonius Kappa CCD. Las muesta®xtrajeron directamente del
vial recubiertas por una capa de un perfluoropadiéiscoso (FomblifY). Con ayuda
de un microscopio se selecciond un monocristal wtkr y, pegado a una fibra de
vidrio, se dispuso inmediatamente en el difractémbijo una corriente de;N baja

temperatura.

57 (E)

Figura 3.7.Estructura cristalina d&7 (E).
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En la Tabla 3.13 se muestran algunas distanciasggyl@s de enlace, que son
coincidentes con los descritos para el anillo @e4ioxadiazof™

Tabla 3.13.Distancias de enlace (A) y angulos de enlacea{® 57 ([E).

Distancia de enlace (A) Angulos de enlace (°)
N(2)-C(3) 1,298(2) | C(3)-N(2)-0(2) 101,91(12)
N(2)-O(1) 1,4284(18] N(1)-C(1)-N(3) 129,06(14)
C(1)-N(1) 1,311(2) N(1)-C(1)-0O(2) 13a(14)
C(1)-N(3) 1,319(2) N(3)-C(1)-0(12) 138(13)
C(1)-0(2) 1,3460(19] C(1)-N(1)-C(3) 102,12(12)
N(1)-C(3) 1,372(2) 0(2)-C(4)-C(5) 128(14)
C(4)-0(2) 1,2156(19] O(2)-C(4)-C(3) 116,71(14)
C(4)-C(5) 1,481(2) C(5)-C(4)-C(3) 17186(13)
C(4)-C(3) 1,498(2) C(10)-C(5)-C(6) 128(15)
C(5)-C(10) 1,392(2) C(10)-C(5)-C(4) 9106(14)
C(5)-C(6) 1,394(2) C(6)-C(5)-C(4) 124(15)
C(6)-C(7) 1,382(2) N(2)-C(3)-N(1) 148(14)
C(7)-C(8) 1,377(2) N(2)-C(3)-C(4) 120(15)
C(8)-C(9) 1,382(3) N(1)-C(3)-C(4) 188(13)
C(9)-C(10) 1,382(2) C(1)-0(1)-N(2) 188(11)

Una busqueda detallada en la bibliografia pern@tiéontrar la preparacion de
57 (E) a partir deslautilizando condiciones de diazotacion en medi@bigp como un
método de sintesis de 3-acil-5-amino-1,2,4-oxadkszoa partir de 4(5)-aril-2-
aminoimidazoles (Esquema 3.37). #'® Los autores describen la formacién y
aislamiento del producto de-nitrosacion en la forma del tautdbmes8 por reaccion
con nitrito de isoamilo en acido acético y postaniente el calentamiento d8 con
agua para obtenes7 (E). Sin embargo, los autores no describen el cuesdad

transformacion dé8 en57 (E).

2153) Wheeler, W. J.; Deeter, J. B.; Finley, D. Riniick, M. D.; Koehler, R.; Osborne, H. E.; Ott,TJ;
Swartzendruber, J. K.; Wishka, D. G.Antibiot.1986 39, 111-120. b) Webb, R. L.; Eggleston, D. S.;
Labaw, C. S.; Lewis, J. J.; Wert, &. Heterocycl.Cheri987, 24, 275-278.

161 cavalleri, B.; Bellani, P.; Lancini, G. Heterocycl. Cheni973 10, 357-362.

#1%4) cavalleri, B; Volpe, G; Rosselli del Turco; Biena, A.ll Farmaco, Ed. Sc1976 31, 393-403. b)
Cusmano, S.; Ruccia, Msazz. Chim. Ital1958 85, 1686. d) Cusmano, S.; Ruccia, Mazz. Chim.
Ital. 1955 88, 463.
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Ph " Ph ’2:0
7\— i-CsH1:0NO —N H,0 N
4 »\NH -_— I I B
N NH,

N 2 i N=">n H,N -
N CH;COOH dil. - Calor Ha o
a

51 58 57 (E)

Esquema 3.37Sintesis en dos pasos de 5-amino-3-benzoil-1,2a4diazol57 (E) a partir de 2-amino-
4(5)-fenilimidazol51a

Nuestra propuesta de curso de reaccion para Isforamacion délaen57 (E)
en medio acido (Esquema 3.38) supondria la nitr@samn la posicidrc-5 activada por
el grupo amino para dar el nitroso deriv&® mas estable en su tautdomero oxbda
gue a su vez puede tautomeriz&0aEl ataque nucledfilo de la molécula de agua sobre
la imina 60 podria generar el intermedi®l que, a través de su tautomesa,
experimenta un proceso de apertura de anillo pwoaendensacién originando la
guanidina 63. Efectivamente,63 debe ciclar facilmente por catalisis acida con
eliminacién de amoniaco para d& que isomeriza al tautomero 1,2,4-oxadiazol mas
estables7 (E).

iy

Ph Ph \ Ph h
N “+NO" I =N /Z=N OH; ph OH
\
ZL»\NH — | N )\NHz N A, == N D= N
N w2 N SN 2 N, | — N
H H HO HO H NZN 7 NH,
*NO HO H
5la 59 58 60 61 'H,
}O ,P}o [ N
- H N._NH N
— | e
/&l N N¢/\N N N /HN//H — L;)Z}IH
HN" Yo" H o’ “OH 2 HO H
57 (B)
Masa: 189 64 63 62

Esquema 3.38Curso de reaccion propuesto para la formacion @ed-bxadiazob7 (E) a partir desla
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En la Tabla 3.14 se indican los resultados de feayws realizados para la
reaccion de5la en condiciones de diazotacion-nitracion en mediaoso acido
modificando el pH, el tiempo de reaccién y la cdauti de NaN@y de Cu(ll).

Tabla 3.14.Estudio de diazotacién-nitracion Baa

Entrada Método® pH NaNO, Cuso, A >4(B) c b >7(E)
(ea)  (eq) (h)  (op)® %)° (%) ()" ()"
1 A 1 20 1 2,5 2 95 0 3 0
2 A 1 20 1 72 3 86 11 0 0
3 A 1 5,6 1 2 4 89 5 2 0
4 A 1 5,6 --- 3 11 83 0 7 0
5 A 1 5,6 1 12 0 100 0 0 0
6 A 1 5,6 --- 12 6 87 0 3 4
7 B 1,5 5,6 --- 1,5 14 70 0 16 0
8 B 1,5 5,6 --- 64 13 60 0 27 0
9 C 2 8 16 2,5 15 55 5 8 17
10 C 2 8 16 72 24 63 5 3 5
11 C 2 8 1 3 45 23 28 4 0
12 C 2 8 --- 3 40 6 18 0 36
13 D 3 8 1 20 47 1 24 10 18
14 D 3 8 --- 6 46 1 0 2 31
15 D 3 8 --- 20 32 1 1 10 56
16 E 4.8 5,6 --- 2 36 6 11 2 45
17 E 4.8 5,6 --- 18 4 5 26 16 49

& Método A: HSQJ/ACOH/H,O; B: HCI/AcOH/H,O; C: HNOJACOH/H,O; D: AcOH/H,O/HBF,; E:
AcOH/H,0; ® Porcentajes relativos por HPLC.

Si atendemos al efecto general de la acidez deiomen el resultado de la
reaccion (Tabla 3.14), la transformaciénsdeen condiciones de diazotacion-nitracion
parece transcurrir por dos rutas principales. Anp¢hor que 2 se favorece la formacién
del producto desaminad®t (B) (entradas 1-8), mientras que a pH mayor que 2 se
favorece la formacion del producty (entradas 13 y 14) y del oxadiazZet (E)
(entradas 15-17). A valores de pH igual a 2, etlpcto mayoritario &, 54 (B) o 57
(E)) parece depender de otras condiciones de rea@mifradas 9-12).
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El aumento de la acidez del medio deberia provagaraumento de la
concentracion de acido nitroso y, por lo tantoladeoncentracién de cation nitrosonio,
el cual se ha descrito como la especie atacant&lezaalta (Ec. 13*’ Por otro lado, se
ha descrito que en acido diluido la especie ata@stNO3, un transportador de cation
nitrosonio (Ec. 2). Ademéas, para valores de pH mene 3 la especie reactiva de una
arilamina es la pequefia cantidad de amina libreepte?*® la reaccién de diazotacion
es de segundo orden en HNY) a acidez suficientemente baja, la amina noeagagn

la ecuacion de velocid&d®

HONO + HCI— NOCI+ O  Ec. (1)
2 HONO— N,03 + H,0 Ec. (2)

En el caso de 2-aminoimidazol, el aumento de ildeacdel medio no afecta al
grupo amino, ya que es el nitrogadeé8 mas basico el que se protona (Esquema 3.39).
A pH suficientemente acido (pH < ZHlase encuentra mayoritariamente en forma de
cation imidazolio $1aH"), por lo que el anillo aromético se encuentra cidéssdo para
la reaccion de @\r, especialmente por la baja contribucion de lamf resonante
51aH'(ll), y reacciona a través del nitrégeno exocizlpara dar preferentementeNa
nitrosamina55 que posteriormente se transforma en la sal deowi@ab3a Esta
descompone posteriormente A (B) a traves del radicab6 por efecto térmico o
catalisis por Cu(ll). Por otro lado, a menor acidez medio (pH > 2) la concentracion
de 51a aunque baja en el equilibrio, debe ser sensibimmas alta. Esto unido a la

fuerte activacion del anillo por el grupo amino @oconsecuencia de la deslocalizacion

Z7illians, D. L. H.Nitrosation; Cambridge University Press, Cambridge, 1988, p4e93.

218 3) Challis, B. C.; Ridd, J. Hl. Chem. Sacl962 5197-5203; b) Challis, B. C.; Larkworthy, L. F.;
Ridd, J. H.J. Chem. Sacl962 5203-5207; c) Challis, B. C.; Ridd, J. H. Chem. Saocl962 5208-
5217.

219 3) Hughes, E. D.; Ingold, C. K.; Ridd, J. Bl. Chem. Sacl1958 58-65, 65-69, 77-82, 88-98; b)
Hughes, E. D.; Ridd, J. H. Chem. Sod 958 70-76, 82-88.
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del par electronico del nitrdgeno exociclico effiolana resonant&1glll), mas estable
que su analogalaH'(lll), debe permitir quéslareaccione preferentemente mediante
SeAr para dar el producto de-nitrosacions9, que posteriormente se transformabeén
(E) (Esquema 3.39).

= o= Y | N0 y=(  HO* _<Ph
N NH ——— N NH =—— N NH p— N NH _— = N\
Y L hig Y HZN/QO»N
NH2 +NH2 +NH2 NH2
! 51a ! pH> 2 1 59 57 (E)
=
pH< 2 A
Ph Ph Ph_ Ph P
= = D “NO = 3=\NH
NH NH =—= HN_ NH =—= NH NH| =— == N_NH =— — «
Y X . Y e
NH, NH, NH, N-NO N
5laH* 55 H 53a
| m cull)
N2 o calor
Ph Ph
= mor | e
NYNH -— NVNH
54 @B) H 56

Esquema 3.39Influencia del pH en el curso de la reaccion deat@cion déla

Cuando el pH es menor que 2 (Tabla 3.14; MétodgBAentradas 1-8h4 (B)
es el producto mayoritario de la reaccidon y su fmidn se favorece a tiempos cortos de
reaccion (entradasvs 2 y 7vs 8), a pH mas acido (entradass¥’), por la presencia de
Cu(ll) (entradas ¥s4 y 5vs 6) y por un mayor exceso de NaN(@ntradas Vs 3)
(Figura 3.8). Esto esta de acuerdo con el cursaedecion propuesto a pH < 2
(Esquema 3.39).
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mAU 3 .

80 _f M= 1440

60 ‘ '/

40 E s R .

20 M=1910 | pregpsz M=1732
E ¥ v ¥ ' \1 . o

0 __4%\ N S ST S N SR e A

T T T T T ‘ T T T T T T T T T T

T T T T T T T T

0 5 10 15 20 min
Figura 3.8. Ejemplo de cromatograma del crudo de reacciéniazothcion-nitracion d&la utilizando
H,SO/AcOH/H,0O, NaNQ (5,6 eq.), CuSgX1 eq.), 2 horas, t.a. (Tabla 3.14; entrada 3).

Por otro lado, cuando el pH es mayor que 2 (T&bla; Métodos D y E;
entradas 13-17), en ausencia de Cu(ll) y a tiengoo®s de reaccion, el producto
predomina cuando el pH es 3 (entrada 14) (Fig@ha Bientras qué7 (E) predomina
a tiempos largos de reaccion (entrada 15). Sorpreéathente, a tiempos largos de
reaccion, la presencia de Cu(ll) produce un cantyéstico en la proporcion de
productos, pasando a sAr mayoritario (entradas 18s 15). Cuando el pH es 4,8

(entradas 16 y 1757 (E) es el productonayoritario independientemente del tiempo de

reaccion.
mAU 3
E &
404 M=191,0 2, E
303 u M=205,2 Mehd
= {
203 .
3 B
10*; L M=1;14,2
o I U N | - s
04 |
7 T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T
0 5 10 15 20 min|

Figura 3.9. Ejemplo de cromatograma del crudo de reacciodiamsotacion-nitracién d&la utilizando
AcOH/H,O/HBF,;, NaNG, (8 eq.), 6 horas, t.a. (Tabla 3.14; entrada 14).

A pH igual a 2 la acidez del medio deja de sepriacipal variable de la
reaccion y cualquiera de los products® (B) o A puede predominar en funcion del
resto de variables (Tabla 3.14; Método C; entr&48). Parece que un valor 2 de pH

es el valor limite en el que la reaccién sigue unatra ruta:N-nitrosacién oC-

147



Discusion de Resultados

nitrosacion. Independientemente del tiempo de iéacel producto desaminadéd (B)
predomina cuando se utiliza un gran exceso de JCaufl favorece la descomposiciéon
radicalaria de la sal de diazortiBa(Tabla 3.14; entradas 9 y 10; Esquema 3.39). & est
valor de pH, la presencia de solo un equivalenteCd@l) a pesar de favorecer la
formacion de54 (B), no impide que la reaccién sigua la ruta de riéacpara darA

como producto mayoritario (entradas 11 y 12) (Fagid0).

mAU 7]
60
40

20

S —
Y A T T T
Figura 3.10 Ejemplo de cromatograma del crudo de reacciddiaizntacion-nitracion déla utilizando
HNO/AcOH/H,0, NaNQ (8 eq.), CuSQ(1 eq.), 3 horas, t.a. (Tabla 3.14; entrada 11).

Se aisl6A (entrada 13) y se analiz6 pdH-RMN (300 MHz, CROD),
observandose un doble doblete a 7,50 ppm {2,8,0 Hz;J,, = 2,1 Hz) que pueden
asignarse a los4tle un anillo de fenilo conjugado con un enlace CgXn multiplete
a 7,33 ppm (3H) correspondientes a lgsyHH, del anillo (Figura 3.11a). Tambien se
aisl6é C y su espectro déH-RMN (300 MHz, CQXOD) mostré un doble doblete a 8,01
ppm (2H,J, = 7,9 Hz,J, = 1,4 Hz) que corresponde a log ¢t un anillo de fenilo
conjugado con un enlace C=X, un triplete de trgdeiparente a 7,65 ppm (1H=7,3
Hz, J, = 7,5 Hz,Jn = 1,2 Hz) correspondiente abH/ un triplete aparente a 7,55 ppm
(2H,J, = 7,5 Hz,J, = 7,9 Hz) correspondiente a log, KFigura 3.11c). En ambos casos,
se observo una conversion hasta alcanzar un agquiflC 50:40 que se confirmo por
HPLC-MS (API-ES) por la presencia de dos picos a los tiempos téaci®n deA (M:
191,0) yC (M: 173,2) con una relaciéh:C 55:45. El espectro d€C-RMN (CD;0OD)
de esta mezcla muestra para el prodécsefales para 8 a&tomos de carbono: 173,4 ppm
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(COH), 159,8 ppm (C=N), 135,2 ppmifSe-rn, 130,0 ppm (&p), 129,3 ppm (Gpr) Y
127,8 ppm (G.-py-

o Ha (O

4 | Hmp (&) 5]

"~ \\‘tw-w*..WAWWM‘#M\”IIIM]L N/ ’ \\“w«

Figura 3.11 EspectrosH-RMN, CD;OD, 300 MHz, 25 °C de: & recientemente disuelto; B) después

de un dia en disolucién; €) recientemente disuelto.

Una mirada mas detallada a la transformaciéfldeen57 (E) permite suponer
otras reacciones secundarias (Esquema 3.40). tBhtato58 puede hidrolizarse en el
medio acido de reaccion a la 2-amino-4-fehiHnidazol-4-ona §5) cuya masa
molecular coincide con la del producoM: 173,2). Ademas5 podria hidrolizarse en
las condiciones de reaccion para conducir al hodéétpoco estable, que puede dar
lugar al acido67 mediante apertura de anillo por retrocondensagdnuya masa
molecular coincide con la del produdo(M: 191,0). Esta transformacion parece estar
de acuerdo con los resultados experimentales oloterda pH> 3 y con los datos de
espectroscopicos asignados p&ay C. Que no se observe el carbono del grupo
guanidina d&\, puede explicarse por la pequeiia cantidad de nmuest mayor tiempo
de relajacién para este carbono. Por otro ladogwumpara las poco frecuenteld-4
imidazol-4-onas no se han encontrado datos espeépitos, el espectro simulado de
BC.RMN para la 2-aminoH-imidazol-4-ona 'y la  2-aminoH5-(2-
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metilfenil)imidazol-4-ona, estima un valor cercaad80 ppm para el grupo carbonilo,
mientras que para el acido metiliminofenilacétie@s$timacion es de aproximadamente
170 ppm (C@H) y de 157 (C=N). Por lo tanto, parece dguéene la estructura de acido
iminoacético67. Ademas, el espectro de MS-API muestra un fragondat105,0 uma
asignable al i6n radic&8. La estructura d€ podria ser la dé5 en funcién de su masa

molecular. Para el compueddono pudo asignarse una estructura.

[+N:O] H30+
N N N T—
fN_ T - - =
N)\NHz N N/)\NH o= N/)\NHZ H
H HO

—N
) 0 N/)\NHZ
HO
5la HO* 58 65 (C) (M =173,1) 66
pH= 3—% 1 |
Ph +
=0 MS-ESI* HaN
N )=NH
\ -~
/« N NH N
HoN™ S0 H o)
OH
57 (F) M = 189.1) 68 (M = 105,0) 67 (A) (M = 191,2)

Esquema 3.40Propuesta de curso de reaccidn para la formaci@b @) y 67 (A).

La diferencia de reactividad observada entre 2-amiiglazol 61b) y 2-amino-
4(5)-fenilimidazol 613), en condiciones de diazotacién en medio acuostreamente
debida a la presencia de grupo fenilo en la posi€-4(5). En el proceso de
diazotacionblay 51b dan lugar a las correspondientes sales de dias@aig 53b, las
cuales descomponen posteriormente en sus respectdaales 2-imidazolil®6a y
56b (Esquema 3.41).
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[\ [\ —\ _/ N\ +
NaNO N _NH Cu (l _—
NYNH 2 +\ u (I NVNH — NVNH
NH2 H3O+ N2 - -
51b 53b 56b

P4

/\ [\ B
«NH NaNOz Ne  NH Cu (Il) _
Y Y T Y e

NH, H3O+ N Ny NH N

5la 53a — . 56a —
Esquema 3.41

El radical 56a debe ser menos reactivo debido al efecto elecawiat mas
intenso del nitrégendl-1(3) como consecuencia de la mejor deslocalizagesu par
electrénico en el anillo e@-4(5). Por ello, el radicd6a no reacciona con el oxido de
nitrégeno (IV) mientras que el radic8bb deslocaliza peor el par electronico del
nitrégeno, lo que hace a este radical mas readtlmoresultado similar fue observado
por Beaman yol. que no obtuvieron el 4,5-difenil-2-nitroimidaZ6P) por diazotacion
del correspondiente 2-aminoimidaz@éD. Aunque los autores no aislan la sal de

diazonio71, esta se detectd por UV-VIS (Esquema 3%42).

20Beaman, A.; Tautz, W.; Gabriel, T.; Keller, O.;6Foe, V.; Duschinsky, RAntimicrob. Agents
Chemother1965 469-477.
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Ph NaNO, Ph Ph H
N CuSO, N NaNOzg N
P ( Dnn / P 4 2~
N 2 H2504' Hzo P N N2 Ph N NOZ
H t.a., 16 h.
70 71 69

Esquema 3.42Diazotacién d&¢0seguin Beamangol. (Ref. 220).

3.9.2.2. Oxidacion

A la vista de estos resultados se llevo a cabostud® de la oxidacion dgla
utilizando diferentes oxidantes, catalizadores,oldentes, variando tiempos vy
temperaturas, asi como utilizando tanto calentaimieonvencional como mediante
microondas (Esquema 3.41; Tabla 3.15). En ninguntosl casos se obtuaBa Sin
embargo,51a reaccioné completamente para dar otros produarsepto en las
entradas 4, 5, y 8 en las que la conversion notdtad, ya quesla no se disolvio

completamente en el medio de reaccion debido ajsusblubilidad en el disolvente.

Ph Ph

7_\ oxidacion

NQT/Nii _— NQT/N}i
NH, NO;
5la 53a

Esquema 3.41
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Tabla 3.15.Ensayos de oxidacion dda

Entrada  Método? Aditivo Disolvente T(CC) t(h) 51@ F G°

1 A MnSO, H,O t.a 17 -—-
A Na,EDTA MeCN/THF/
2 NaHCO, DMSO/H,0 5 s 52 - -
3 B MnSQO, H,O/ acetona t.a 3 -- -- --
4 B MnSQO, H,O/DCM t.a 4 27 27 18
5° B MnSQO, H,O/DCM t.a 3 - 59 17
6° C Kl MeCN 100 0.1
7° C - MeCN 100 0.2 19 30
8 C Kl MeCN 80 15 8 17 --
9 D (NHg)gM070,4 MeOH/H,0O 0 8 -- 65 --
H3(P(M0;040)) __ N

10 D Aliquat.336 Tolueno 60 8 61
11 D (NH,)sM0,0,4 MeOH 0 8 - 34 -

aMétodo: A: Oxon8 (monopersulfato de potasio); B: Ox8GEBA; C: TBHP ac; D: HO,; P porcentajes
relativos por HPLCS la reaccion se llevé a cabo a partir de la salulfato de 4-fenil-2-aminoimidazdl;
calentamiento mediante microondas.

En la mayoria de los experimentos se detectd pdrCHRS un producto

mayoritarioF con tiempo de retencién tr = 3,23 minutos (M: D6@mol). Se detectd

también otro product® con menos frecuencia y con un tiempo de retertcién2,31
minutos (M: 191,0 g/mol) (Tabla 3.15, Figura 3.12).

mAU
100

M=191,0

F

I
= 163,0

4 47

1

5la

- = 1590

-

T
15

T
20

it

Figura 3.12 Cromatograma del crudo de reaccion para la em#tadabla 3.15.
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Se utilizaron tres oxidantes distintos utilizadagvmamente para la oxidacién de
anilinas a nitrobencenos: Oxéhésal de potasio o de tetrabutilamonig) TBHP
(hidroperéxido deterc-butilo)'® y H,O, (peréxido de hidrogent)*®’ Cuando se
utiliza Oxoné& (sal de potasio) como oxidante en presencia dgINlifel manganeso
actlla como &cido de Lewis para facilitar la ruptiehenlace O-G¥ el sistema parece
ser demasiado oxidante y se produce la descom@ogatial o parcial d&laa tiempos
largos y cortos de reaccién (entradas 1 y 2). liization de Oxon® (sal de
tetrabutilamonio) en presencia de Mn (ll) pareceae, muy oxidante en un medio
monoféasico (entrada 3) pero en medio bifasico taversion deblaes mas controlable
para daf- y G (entrada 4). Curiosamente, la utilizacion delaolfde51a permite una

mayor conversion en el compuestgentrada 5).

Cuando se utiliz6 TBHP acuoso en presencia dedth6 catalizador), el medio
resultd ser muy oxidante tanto cuando la reacceraceleré con microondas o no
(entrada 6 y 8). La ausencia de Kl condujo a lavewsion total délay a la formacion
deF y G (entrada 7).

También se utilizé kD, como oxidante en presencia de heteropoliacidaddac
formados por una combinacion de hidrégeno y oxigemociertos metales (tungsteno,
molibdeno o vanadio) y no metales (silicio, fésforarsénico como heteroatomo). Este

tipo de &cidos se utilizan con frecuencia comolieaidores. En todos los casos, la

18 vazquez, S. A.; Avila, Z. J. G. Mex. Chem. So2007, 51, 213-216.

188 2) Rajender, R. K.; Uma, M. C.; Venkateshwar, Mikshmi, K. M.Adv. Synth. CataR009 351, 93-
96. b) Rajender, R. K.; Uma, M. C.; Venkateshwar; Makshmi, K. M.Eur. J. Org. Chem2008
3619-3622.

221 Defoin, A.Synthesi®004 5, 706-710.

87 Tundo, P.; Romanelli, G. P.; Vazquez, P. G.; Lokis Aric6, F. §lentt 2008 7, 967-970.

22| ane, B. S.; Vogt, M.; DeRose, V. J.; BurgessJKAm. Chem. So2002 124, 11946-11954.

154



Discusion de Resultados

conversion délafue completa, formandose Unicamente el compuegtmtradas 9, 10
y 11).

El compuestoF se aisl6 por cromatografia en columna pero sugsdat
espectroscopicos'H-RMN, *C-RMN, IR, MS) y su andlisis elemental no nos
permitieron confirmar la estructura del compuestor ello, se obtuvieron cristales
aptos para el estudio de difraccion de rayos Xrgabzo el Dr. Adrian Pérez Redondo
(Departamento de Quimica Orgéanica y Quimica Inacgaruniversidad de Alcala), lo

que permitio confirmar la estructura del compués(bigura 3.13).

Los datos para el estudio de difraccion de rayosexjo en el caso anterior, se
tomaron a 100K en un difractometro Bruker-Noniugppa CCD y las muestras se

trataron de la misma forma.

Figura 3.13 Estructura cristalina de 7E)

En la siguiente tabla se muestran algunas dissyc@ngulos de enlace donde
se observan distancias del mismo orden a las thsscen la bibliografia para

compuestos similares comoN-aminoiminometil-3-difenilfosfinobenzamida, N-
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aminoiminometil-6-difenilfosfinil-2-piridinacarboxaida y N-aminoiminometil-H-

pirrol-2-carboxamida entre otré%®

Tabla 3.15.Distancias de enlace (A) y angulos de enlacea® 2.

Distancia de enlace (A) Angulos de enlace (°)
NG3)-C(1) 1,33502) N3)-C()NQ@) 118,43(16)
N(2)-C(1) 1,338(2) N(3)-C(1)-N(1) 116,81(15)
C(1)-N(1) 1,370(2) N(2)-C(1)-N(1) 124,73(16)
C(2)-0(1) 1,264(2) 0(1)-C(2)-N(1) 126,48(15)
C(2)-N(1) 1,354(2) N(1)-C(2)-C(3) 116,38(14)
C(2)-C(3) 1,513(2) C(8)-C(3)-C(4) 118,43(15)
C(3)-C(8) 1,393(2) C(8)-C(3)-C(2) 119,18(15)
C(3)-C(4) 1,396(2) C(4)-C(3)-C(2) 122,24(15)
C(4)-C(5) 1,398(3) C(3)-C(4)-C(5) 122,24 (17)
C(5)-C(6) 1,382(3) C(6)-C(5)-C(4) 119,98(18)
c(6)-C(7) 1,385(3) C(5)-C(6)-C(7) 119,57(17)
C(7)-C(8) 1,392(2) C(6)-C(7)-C(8) 120,68(17)

La unidad “asimétrica” d&2 esta constituida por dos moléculas de compuesto

que interaccionan entre si mediante enlaces dédedo (Figura 3.14).

C1 N1 O
cé
N3§ ’ca ¢c50

Figura 3.14.Dos moléculas d&2 relacionadas entre si mediante enlaces de hidoégen

23 3) Diab, L.; Smejkal, T.; Geier, J.; Breit, Bngew. Chem. Int. E@009 48 8022-8026. b) Smejkal,
T.; Breit, B.Angew. Chem. Int. EQ008 47, 311-315. c¢) Begley, M. J.; Hubberstey, P.; MooreHC
M. J. Chem. Re4.985 12,380-381.
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Los parametros de enlace que caracterizan est&adoiones se recogen en la
Tabla 3.17.

Tabla 3.17.Enlaces de hidrogeno relevantes en el compuesto

D-H---A D---A/A H---A/A D-H---A/°
N(2)-H(2B)---O(1) 2.581(2) 1.84(2) 131(2)
N(13)-H(13B)---O(11) 2.792(2) 2.34(2) 111(2)
N(3)-H(3B)---O(11) 2.877(2) 1.97(2) 167(2)
N(13)-H(13B)---N(1) 3.186(2) 2.35(2) 155(2)

A = aceptor de hidrégeno; D = dador de hidrégeno.

Segun los resultados obtenidos en los experimed&ésoxidacion hemos
propuesto el siguiente curso de reaccién pararfadaon de72 (F) a partir déslaen
presencia de un oxidante e iones KExsquema 3.43). El anillo de 2-aminoimidazol,
especialmente rico en electrones, reacciona coglaatrofilo débil, como un peroxido
(Oxoné” TBHP o HO,) produciéndose la hidroxilacién del anillo parar d&
intermedio 73 que por apertura del anillo evoluciona al aldehido Este puede ser
oxidado mediante un proceso tipo Baeyer-Villigefoamiato 76, el cual probablemente
puede ser el compueddidentificado por HPLC-MS, via el intermedid. Finalmente,
el medio basico generado puede hidrolizar el fawni@aé a la muy estable
benzoilguanidin&2. Por otro lado, el no aislamiento del formi@®puede justificarse
por su facil hidrolisis durante el aislamiento gahie la purificacion a través del medio
acido de la gel de silice. Esto se puede justifitaracuerdo con la bibliografia, que
describe que para aminas muy basicas, la reac@anogidantes como el acido
trifluoroperacético se favorece por ataque dell@@tomatico y no del nitrogeno del

grupo amind**

2leThe Chemistry of the Amino Groupatai, S. Ed.; Wiley, New York, 1968.
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ZL HO.OH Ph_ PR "
=N ,
( %NHZ @C)\NH — x| Y
-HO- H H\ 2 H NH
HO-OH
7 -
5la 73 HO-OH 74
HO-OH
-HO-
Ph +H§\Ph
Ph
IN_NH NN NH —N
I B )
NH Ho PN -~ !
: =1 NH
o)
OH
72 (F) 76 (G) 75
(M = 163,0) (M = 191,0)

Esquema 3.43Curso de reaccion propuesto para la formaciér2departir de 5-fenil-2-aminoimidazol.

Se ha descrito que los imidazoles son resistentesxdacion, pero pueden ser
oxidados por peréxido de hidrégeno y peracidos camado perbenzoico o peracético.
Sin embargo, no se obtiene Noxidacion sino la degradacion del anillo hasta la
oxamida o urea. Se ha propuesto que la destruabgdmierivados de imidazoles

oxidados por hidroperdxidos de alquilos es debidta gormacion de un radical

intermedio por adicién de H@I C-4 del anillo del imidazot**

3.10. Estudio de voltametria ciclica de los derivas de FMISO

La reducciénin vivo del grupo nitro en nitroimidazoles puede prodecies

través de dos rutas diferentes, aerdbica y anaa.6Ambas rutas requieren un primer

4 a) Revuelta, J.; Machetti, F.; Cicchi, Bive-Membered Heterocycles: 1,3-Azoles iModern

Heterocyclic ChemistryAlvarez-Builla, J.; Vaquero, J. J.; BarluengaEds.; Wiley-Vch, Alemania,
2011, Vol. 2. p 842. b) Balasubramanian, P. N.h&jrA.; Bruice, T. CJ. Am. Chem. So&987, 109

1456-1462. c) Yong, S. H.; Karel, M. Food Scil979 44, 568-574.
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paso caracterizado por la reduccion monoelectréétayrupo nitro a su anion radical
(Ec. 1):

RNO,+6 == R-NQ'~ (Ec. 1)

Bajo condiciones aerdbicas, el anién radical sexideoal reaccionar con

oxigeno generando el anion-radical superéxidonjtedcompuesto (Ec. 2):
R-NO, +0O, == R-NO, + Oy ~ (Ec. 2)
Bajo condiciones anaerébicas y en medio préticoamdbn radical puede

reducirse sucesivamente produciendo el derivadosait hidroxilamina o amina (Ec. 3-
5):225

RNO, ™ +€+2H —» RNO + HO (Ec. 3)
RNO+2é+2H —» RNHOH (Ec. 4)
RNHOH +2 é+2H" —»=  RNH + H,0 (Ec. 5)

Mientras que en condiciones anaerébicas y mediitiapr como es en DME?®
el grupo nitro se reduce reversiblemente a su awidical, a un potencial mas negativo

se reduce hasta su dianion, estable en ausenakededfilos. Este segundo pico de

225 3) Pacheco-Torres, J.; Perez-Mayoral, E.; Sorignd,6pez-Larrubia, P.; Ouari, O.; Gonzélez-Cqrtes

A.; Cerdan, S.; Ballesteros, Bynthesi2006 3859-3864, b) Carbajo, J.; Bollo, S.; Nufiez-Veaga
L.J.; Campero, A.; Squella, J.A. Electroanal. Chem2002 531, 187-194. c) Cavalcanti, J. C.M.,
Oliveira, N.V.; de Moura M.A.B.F.; Fruttero, R.; Bmaria, M.; Goulart, M.O.F. J. Electroanal.
Chem.2004 571, 177-182.

228 jensen, B. S.; Parker, V, K.Chem. Soc. Chem. Commii874 367.

159



Discusion de Resultados

reduccion llega a ser irreversible si hay impureziasel medio y en algunos casos el
anion radical puede dimerizar (Ec.%6).

R-NO, ™ +¢ — RNQ? + H,0 (Ec. 6)

Para elucidar la influencia de la sustitucion dell@ de nitroimidazol en el
comportamiento electroquimico de los derivados SO (la-g), se llevé a cabo un
estudio de voltametria ciclica en medio aprotiBa,NBF,/DMF) con una muestra
representativa de los productos sintetizados. Hldes se llevé a cabo con la
colaboracién de la Dra. Maria Belén Batanero Her(@epartamento de Quimica

Organica y Quimica Inorganica, Universidad de Adal

En nuestro estudio los derivados se prepararon wan concentracion de
aproximadamente 4 x £V utilizando como disolvente-electrolito soporteSES en
inglés Supporting Electrolyte) una disoluciéon 0,1 d& BuNBF, en DMF. La
voltametria ciclica se registr6 en un pontenciostdbltaLab PGZ100. Todos los
experimentos se llevaron a cabo a temperaturaamestie 25 + 1 °C en ausencia de
oxigeno. Se utilizé un electrodo de carbono vitteoelectrodo auxiliar de platino y

como referencia un electrodo de Ag/Asat.) a una velocidad de barrido de 100 mV/s.

Se eligieron los primeros analogos sintetizadosstmtituyentes e@-4 bromo
(1b), fenilo (1d), y fenilo sustituido con grupos electroatractofég Cl) y grupos

electrodonadoredf, Me; 1g, OMe), y se compararon con FMISOy| (Figura 3.15).

27 ) Lund, H.Cathodic Reduction of Nitro and Related Compoumd®iiganic Electrochemistry4th

ed.; Lund, H.; Hammerich, O. Eds.; Marcel DekkeemNY ork, 2001, chapter 9. b) Arguelho, M. L. P.
M.; Silva, G. M.; Stradiotto, N. Rl. Electrochem. So2001, 148 D1-D3.
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Qoo =rer O
NO, NG,

la 1b 1d

loSsandavssga

1le 1f

Figura 3.15

En primer lugar se afadieron 20 mL de SSE en l&taylse colocaron los
electrodos en contacto con la disolucién, se hasapuna corriente de argon durante 15
minutos y se realiz6 un barrido de SSE. A contifirgcse afiadio el sustrato
electroactivo y se hizo pasar otra corriente deradyrante 15 minutos asegurando que
no quedara oxigeno en la célula. Por ultimo, skzdean barrido en ciclos de 0 a-2,5V
y de -2,5 a 0 V obteniéndose los voltagramas de dadivado (Tabla 3.18; Grafico
3.2).
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Tabla 3.18.Potenciales de pico de los derivadaslb, 1d-gvs Ag/Ag” en DMF/TBABF,.

Producto R C (x10° M) Epea(V) EpcAV) Epar(V)
1a H 45 -1.04 -1.97 -0.97
1b Br 3.7 -0.89 -1.64 -0.82

1d 3.7 -0.98 -1.64 -0.90

?

Cl

le @ 3.3 -0.95 -1.60 -0.86
1f Me—@— 3.6 -0.98 -1.77 -0.93

19 3.4 -0.98 -1.64 -0.90

Eqci: potencial catodico en el pico 1;.E potencial catodico en el pico 2;.E potencial anodico pico 1.

Densidad corriente (uA/Cm?)

-2 51 -1.0 -0.5
Potencial (V) Ag/Ag"

Grafico 3.2 Voltametria ciclica déa, 1b, 1d-gen 0,1M ByNBF,/DMF. Velocidad de barrido 100mV/s.
Electrodos: carbon vidriado/platino.
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En la reduccién en medio aprético, se observé padas los derivados un
primer pico de reduccidn reversible (la) correspenig a la reduccion del grupo nitro a
su anion radical (R-NO- R-NG, "), un pico (lb) correspondiente a la oxidacion del
anién nitro radical a grupo nitro (R-NO - R-NG,), y un segundo pico de reduccién
irreversible (II) que corresponde a la reducciohat@on nitro radical al dianion (R-
NO, ~ = R-NO?).

Los valores de potencial de reduccién aumentarmgsen mas catodicos, mas

negativos) en el siguiente orden:

Pico I: 1b (Br) < le (3-CIGH,) < 1g (4-MeOGH,) = 1d (C¢Hs) = 1f (4-
MeCsH,) < 1a (H). Todos los derivadod$-g) se reducen mas facilmente que FMISO
(1a) a su correspondiente anién radical.

Pico Il: 1e (3-CIGH4) < 1b (Br) = 1g (4-MeOGH4) = 1d (CgHs) < 1f (4-
MeCsHj) < 1a (H). Todos los derivadod$-g) se reducen mas facilmente que FMISO
(1a) desde su anion radical a su correspondientedhiani

Puesto que todos los analogos resultaron ser nwdsndate reducibles, la
presencia de un atomo de halégeno o un grupo fenilel atomo de carbor@4 del
anillo de imidazol les convierte en mejores sorakakipoxia desde el punto de vista del
proceso redox. Por otro lado, parece haber ungaaierrelacion entre la facilidad de
reduccion y el caracter electronico del sustitugeRten la posicioic4 del anillo de
nitroimidazol. La presencia de grupos electroatrast favorece la reduccion (Br) y (3-
ClICgH4). Una posible explicacion a este efecto seriadganimportancia de la forma

resonante Ib del nitroimidazol cuando el grupo & esnjugado (Br, Ar) que cuando no
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lo estd (R=H). Ademas, si R es electroatractota@hé de nitrégeno exociclico es mas
electréfilo y aceptara un electréon con mas faadlidgzara dar el anién radical Il.

(Esquema 3.44).

R R

>:\N Ay o ’\?/_\\N
Ny N-R = R R
M . / A
//N\ _ /N\\_—' _ /N\ _
O o o O O O

Esquema 3.44Reduccion monoelectrénica del grupo nitro a surarédlical.

3.11. Toxicidad de los derivados de FMISO

Uno de nuestros objetivos para la realizacion tie goyecto fue la sintesis de
nuevos precursores lipdfilos de FMISO con el obgetie encontrar un candidato a
radiotrazador para imagen por PET, mas selectiveegos toxico que*{F]-FMISO
como agente marcador de hipoxia en tejido cereBral.ello, una vez sintetizada una
serie representativa de analogos con sustituyentés posiciorC-4, bromo (b), fenilo
(1d), y fenilo sustituido con un grupo electroatradtie Cl) y uno electrodonadod g,
OMe), se hicieron ensaya@s vitro de viabilidad/mortalidad para estudiar y compatar s
toxicidad con FMISO (Figura 3.16).
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A I O
NO, NO, N"“no,
1a 1b 1d
cl
/NN
mﬁof“
le
Figura 3.16

Los ensayosin vitro se llevaron a cabo en cultivos primarios de csélula
corticales de rata (neuronales y mixtos) por epgrde investigacion del Dr. Ignacio
Lizasoain en la Unidad de Investigacion Neurovascullel Departamento de

Farmacologia de la Facultad de Medicina de la Usigdad Complutense de Madrid.

Para la preparacion de los cultivos primarios deroreas corticales de rata se
utilizaron cerebros de rata Wistar en el dia ennlaio 16 (E16) a los que se extrajeron
las cortezas. Estas se disociaron mecanicamenten enedio de incubacion bésico
(MEM, Eagle’s Minimum Essential Medignsuplementado con glucosa (33 mM),
glutamina (2 mM), gentamicina (16 mg/L), suero dbatlo (HS, 10%) y suero bovino
fetal (SFB, 10%)rhedio de cultivh Una vez disociadas, las células se sembraro@a u
densidad de 5 x 2@élulas/cm en placas de 24 pocillos previamente tratadagpotin
L-lisina (Aldrich) para facilitar su adhesion. Latacas se mantuvieron a 37 °C en
atmosfera himeda compuesta por 95% de aire y 5&COdeEn el dia 4 de cultivan

vitro se cambioé el medio ponedio de crecimientque tiene la misma composicion que
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el medio de cultivo pero sin suero fetal. Los ekpentosin vitro se llevaron a cabo

entre los dias 7-9.

Para la preparacion de los cultivos primarios nsixteeuronas y astrocitos) se
utilizaron cerebros de rata Wistar en el dia emmatio 18 (E18) que se trataron
exactamente igual que en el caso anterior. Patar éaiinterferencia en la lectura de la
lactato deshidrogenasa (LDH) con el suero, se ws@dbasal con 2% d@27 y 0,5M

de L-glutamina.

Utilizamos dos métodos para medir la toxicidadasederivados en el cultivo: la

cuantificacion de la LDH y el ensayo de MTT.

El ensayo del MTT se basa en la reduccion metabdlet bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Est@roceso es realizado por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa de célulasaboBtamente activas, la cual
transforma al MTT de un compuesto hidrofilico déocamarillo a un compuesto azul,
hidrofébico (formazan), permitiendo determinar lmdionalidad mitocondrial de las
células tratada€® La cantidad de células vivas es proporcional adatidad de
formazan producido. Este método ha sido muy utbzpara medir supervivencia y
proliferacion celular asi como para determinaritataxicidad de potenciales agentes

terapéuticos.

Dos horas antes de finalizar el experimento candabacion de los farmacos,
se afadio al cultivo celular la solucion de MTT dA¢h, M2128) a una concentracion

final de 0,5 mg/mL. Después de 2 horas de incubaaiB7 °C se retiré el medio y se

228 Mosmann, T.J. Immunol. Method$983 65, 55-63. Cole, S. P. CCancer Chemoth. Pharm
1986 17, 259-263.Denizot, F.; Lang, R]. Immunol. methodE986 89, 271-277.
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afiadieron 500 pL de DMSO para lisar las célulaslybdizar el MTT. Se recogieron
100 pL de cada pocillo y se pusieron en una plac®al pocillos para su posterior
lectura a 540 nm (Thermomax, Molecular Devices).pkicentaje de viabilidad se

obtuvo de la siguiente forma:

% Viabilidad = (DO células tratadas / DO célulaatenl) x 100
DO= densidad 6ptica

Para los ensayos de mortalidad se utilizé el métdad. La LDH es un enzima
citoplasmatica que esté presente en las célulamdoulas membranas citoplasmaticas
sufren algun dafio y las células se lisan, se pmbukberacion de LDH en el medio de

incubacion, utilizandose por lo tanto como indicadi® muerte celul&?®

La muerte celular se monitorizé después de 24 hdeagncubacion con los
derivados de FMISO midiendo la actividad enzimatieaLDH liberada (segun Kkit-
protocolo LDH; ROCHE Cat. No. 11 644 793 001) adéucién de incubaciéf® como
un marcador del dafio celular. La LDH intracelulddli) que queda en los cultivos se
obtuvo incubando éstos con 1% de Triton-X100 alfikel experimento, durante 30
minutos. La actividad de la LDH liberada o extratal y la intracelular se midié
espectrofotométricamente a 490-600 nm, en un laeglacas (Sunrise Basic , Tecan

Austria GmbH) como la absorbancia de la sal de &#én formada.

La LDH liberada en el medio de cultivo (LDH extrhdar, o LDHe) se utilizd
como un indice de la muerte celular. El porcentigienuerte celular se calculé como

sigue:

229 3) Koh, J. Y.; Choi, D. WJ. Neurosci. Method987, 20, 83-90. b) Koh, J. Y.; Cotman, C. \Brain
Res 1992 587, 233-240.
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muerte celular (%) = LDHe / (LDHe + LDHi) X 100

El procedimiento para evaluar la toxicidad de lesiwhdos consistié en lo
siguiente: brevemente, tras 7-9 dias de cultivatro, los cultivos se incubaron durante
24 horas con varias concentraciones de cada dertad-MISO (0, 1, 10 y 100 puM).
Después de este tiempo de incubaciéon, se evaludakilidad/mortalidad por los
ensayos MTT y LDH (Figura 3.17).

Cada ensayo se realizd por triplicado, con corgraiegativos (solvente),

controles positivos (1 mM #D,) y células no tratadas.

Cultivo embrionario de
cortex de rata (E16 y E18)

l 24h
Curva dosis respuesta T
79dias 4 0 1,10, 100 uM
Derivados de FMISO Mortalidad/Viabilidad

celular (LDH/MTT)

Figura 3.17.Esquema de ensayos de toxicidad en ratas.

Las Figuras 3.18a y 3.19a muestran los valoreslpasabilidad celular medida
por el ensayo MTT 24 horas después de la incubal@das compuestos en el medio de
cultivo primario de neuronas corticales y cortiqaixto, respectivamente. LosS
resultados obtenidos para la muerte celular mgabda@nsayo LDH se muestran en las
Figuras 3.18b y 3.19b. Los valores de O uM cornedpn al vehiculo (1% de DMSO).
Se utilizé HO, (1 mM) como control de la toxicidad en nuestrasdiciones. Los datos
representan la media + desviacion estandar (SDJrgesponden a N = 3 cultivos

neuronales puros y neuronales mixtos, respectiveanen
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Cultivo primario de neuronas corticales
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Figura 3.18 Toxicidad de FMISO y de sus derivados: curvas desipuesta en cultivos embrionarios de

neuronas corticales de rata. a) Viabilidad celplarensayo MTT 24 horas después de la incubacion de

los derivados. b) Muerte celular por ensayo LDH@das después de la incubacién de los derivados.
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Cultivo primario cortical mixto
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Figura 3.19.Toxicidad de FMISO y de sus derivad@urvas dosis-respuesta en cultivos embrionarios
mixto de cortex de rata. a) Viabilidad celular posayo MTT 24 horas después de la incubacion de los
derivados. b) Muerte celular por ensayo LDH 24 salespués de la incubacién de los derivados.
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Cuando comparamos la toxicidad de los distintosraéos con FMISO, en las
concentraciones usadas no se observan cambios ealtwes de LDH ni de MTT en
ambos tipos de cultivos excepto una reduccion fsgiiva de la LDH al comparar el
compuestdd (100 uM)vs FMISO vy resto de derivados en el cultivo puro (ANOde
dos colas y test de Bonferroni; P< 0.05). En c@i6hy los derivados no muestran
mayor toxicidad que FMISO a las concentracionasdéstas.

Por otro lado, los compuestos no mostraron toxitidacompararlos con el
vehiculo (0 uM), ni siquiera a las concentraciomas altas utilizadas. Los compuestos
tampoco presentan mayor toxicidad que FMIS&vEhiculo). Ademas, ninguno de los
compuestos parece incrementar la muerte celulateladold (R= Ph) resulto ser el

menos toéxico.
3.12. Radiosintesis de FMISO y sus derivados

Todos los estudios de radiosintesis se llevaroab® @or parte del grupo de
investigacion del Dr. Miguel A. del Pozo en el ingb Tecnolégico PET (ITP) de

Madrid.

El radiotrazador'fF]-FMISO, marcadoin vivode hipoxia por imagen PET, fue

preparado de acuerdo al proceso desarrollado pgradh (Esquema 3.45f°

1% 0h, S. J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kim,YI; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryu, J. S.; Moon, D. H
Nucl. Med. Bial2005 32, 899-905.
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- OH
2) HCI N NO,

OTs 1) [KryptofixK]* 8F /MeCN N 18
NO,

18F]-
7a [‘8F]-1a

Esquema 3.45

El agua enriquecida ¢&'®) al igual que los casetes desechables se obtabiero
de Rotem Industries Ltd. El isotopo radiactivo seppré en un ciclotron Oxford

mediante la reaccién nucle40(p,n)°F.

Se utiliz6 un médulo TRACERLab Mx, disefiado parasiatesis de ‘fF]-
fluorodesoxiglucosa tfF]-FDG), adaptado para la sintesis d&JFFMISO (Figura
3.20).

En la sintesis de'JF]-FMISO se determiné el rendimiento radioquimield
sintesis y la pureza radionucleidica con un Espewtro Multicanal Genie 2000
Canberra. La pureza radioquimica mediante radio-{fa€e estacionaria tiras de silica
gel/fase movil de cloruro de metileno:metanol 90:1Para la purificacion de los
radioligandos se utilizé un cromatografo de ligsidanalitico (Waters 600 pump,
Waters 600 controller, detector ultravioleta Wa@2986 photodiode array y detector de
radiactividad Berthold LB509) con una columna Wat8ymmetry C18 (3,9 mm x 150

mm, 5 um) con precolumna.

Los disolventes residuales en el producto finarsdizaron en un cromatografo
de gases provisto de un detector FID (Hewlett Rack890A) con una columna capilar
(HF-FFAP 15 m de longitud x 0,25 mm de espesor ééya) a temperaturas de
horno, inyector y detector de 50, 140 y 250 °Cpaesvamente. Todos los ensayos,

incluidos los de determinacion de Kryptdtix2.2.2., endotoxinas bacterianas y

172



Discusion de Resultados

esterilidad, se realizaron segun describe la Farpwsc Europea y se tomaron como
valores limite los indicados en la misma para papanes radiofarmacéuticas

inyectables. El pH de la solucion final se detegrempleando papel indicador de pH.

Iyector Columna
HPLC
: cromatogratia
Jeringa Teri 1110'1
bomba 1 Jeringa 2 mL bomb'] 2
Etanol
I8F- entrada

Bolsa de agua
destilada

Cartucho de

mtercambio B
aniénico Vial
OMA Prodcuto

Impurezas

Reactor

Vial recuperacion
de agua enriquecida

Bomba de vacio

Figura 3.20. Diagrama del modulo para radiosintesis €]{FMISO. V1-4 contienen acetonitrilo, el
precursor, HCI 1N, y NaOH 2N-tampon citrato, resjpaenente (tomada de ref. 106).

El fluoruro radiactivo,°F, se transfirio desde el ciclotrén al médulo deesiis
TRACERLab-Mx donde se llevé a cabo la sintesis‘&gFMISO. EI*®F se retuvo en
un cartucho QMA (KCOs) (Figura 3.20, 1) y eluido al reactor con una nede 7 mg
de K.CO; en 300 pL de agua y 2,2 mg de Krypt6fix.2.2 en 300 pL de acetonitrilo
(Figura 3.20, V1). Después de la evaporacion dedigslventes a sequedad, el
precursor7a disuelto en 2 mL de acetonitrilo (Figura 3.20, \&3) envié al reactor
donde se encuentra el complejo [Krypt8fiz.2.2.K] *®F. La sustitucién nucleofilica
con *®F se llevé a cabo a 100 °C durante 6 minutos pargemmsnente ir reduciendo

progresivamente la temperatura hasta los 70 °Cntluratros 3 minutos. A
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continuacion, el precursor marcado se disolviogragy se retuvo en un cartucho C18.
Después de lavar el cartucho con agua, el compunestoado se eluyd con etanol al
reactor. El etanol se evaporo y el precursor marsadhidrolizé con acido clorhidrico

1IN (Figura 3.20, V3) a 100 °C durante 3 minutos yautralizado a continuacion con la
disoluciéon tampdn (hidroxido de sodio y tampon atd) (Figura 3.20, V4). Para

finalizar, la preparacion se purific6 empleandocantucho de fase reversa C18 y un
cartucho de alimina N y se filtré a través de lrofCathivex de 0,22 um (Figura 3.20,
2).

La purificacion del producto final se llevé a cahediante cromatografia liquida
de alta resolucién semipreparativa (HPLC) (Figu032), eluyendo con una mezcla
de agua:etanol 95:5. Se recogié la fraccion el@tdiempo de retencion de una
solucion patréon de FMISO inyectada previamentedteto en cuenta el tiempo muerto
que existe entre el detector U. V. y el radiactiygue corresponde al pico principal del

cromatograma obtenido con el detector radiactivo.
3.12.1. Radiosintesis de FMISO sintetizado en nuesigrupo de investigacion
Se realizaron doce sintesis d&®F[-FMISO empleando el precursora

suministrado por nuestro grupo de investigacion.l&mmbla siguiente se muestra un

resumen de los resultados obtenidos:
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Tabla 3.19.Radiosintesis déJF]-1a.

Parametro Método Valor de referencia Resultado

Solucién clara,

Aspecto Visual transparente, Bien
ligeramente amarilla
Actividad especifica HPLC 169 GBg/umol No realizado
- 50% - 60% 30 — 54%
Rendimiento . : ;
S Activimetro (corregida por (corregida por
radioquimico 2 2
decaimiento) decaimiento)
pH Papel indicador 5-8,5 6-8
Pureza radioquimica e [ ;FI-FMISO >95% 100%
q HPLC [F]-FMISO >95% > 99%
. . Espectrometro (pico de 511 ey (+/-100%) Bien
Pureza radionucleidica energia) . .
L 105-115 minutos Bien
Activimetro (Ty,)
G
o TLC Kryptofix™ 2.2.2.(< 2,2 Bien
Pureza quimica HPLC mg /15 ml) No realizado
FMISO
Acetonitrilo (< 4,1 mg /
Disolventes organicos Cromatografo de gases 15 mL) B?en
Etanol (<50 mg/ 15 Bien
mL)
Endotoxinas LAL-Test <175 U.1/15 mL) Bien
Esterilidad Siembra en medios de Estéril Bien
cultivo

2No pudo cuantificarse la cantidad total d&]-FMISO en las preparaciones radioquimicas, potota
tampoco pudo determinarse la actividad especifetzidd a problemas técnicos en el HPLC analitico
durante el periodo que se realizaron la sintesis.

Después de los ensayos no se encontraron difaseani cuanto a rendimiento
de marcaje o pureza radioquimica en tres lotemttist

Las variaciones en el rendimiento radioquimicoeetas distintas sintesis (Tabla
3.19) probablemente se debieron al empleo de tlistimoédulos en las sintesis
realizadas, con los que también se han observégl@miiias en cuanto al rendimiento
obtenido en la sintesis de otros radiofarmacosaynaanipulacién manual en la sintesis
e inyeccion en HPLC para la purificacion.
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3.12.2. Estudio comparativo de radiosintesis

Se hizo un estudio comparativo de la radiosint@sigorecursor sintetizado en
nuestro grupo de investigaci@a con el precursor adquirido en la casa comerciak AB

(Advanced Biochemical Compound). En la siguienidatae recogen los resultados:

Tabla 3.20 Radiosintesis de FMISO

Actividad Actividad

Actividad AotVdad T prepy [ ]- e TMISO R
Precursor inicial cruda FMISO FMISO en crudo solucién
¥ (mCi) (mCi) mezcla solucién (%) %) final (%)
cruda (%) final (mCi) 0
Comercial 482 227 87,9 199,5 41,4 13,1 >99
7a 557 216 92,6 200 359 7,6 > 99

b

? Rendimiento radioquimico [R= @so /Aigr) X 100]; ° corregido por decaimientd’ pureza

radioquimica [P.R.Q. = (Anso /Acwta) X 100];¢ ABX.

No se aprecian diferencias significativas entré@smprecursores. En la sintesis
realizada con el precursor comercial el rendimieradioquimico fue de un 5,5%
superior. Sin embargo, se observé una menor prigpode impurezas radioquimicas
para el precursora (sintetizado por nuestro grupo de investigacidm) cepecto al
comercial, como indican los datos obtenidos eabéat3.20 (actividad dé¥]-FMISO
en el crudo de reaccion 92,6% frente a 87,9%). Aarna proporcion de impurezas
quimicas fuera ligeramente superior en nuestroupsec que en el comercial, estas se
marcaron en menor proporcion con el isétopo ragiacDichas impurezas organicas
presentan tiempos de retencién similares y si ssupone que se trata de los mismos
compuestos el motivo quizas pudiera estar reladmnzon el proceso de sintesis

radioquimica, como la actuacion del médulo en aata de las sintesis, los reactivos

%1 Nieto, E.; AlaJarin, R.; Alvarez-Builla, J.; Lafi@ga, |.; Gorospe, E.; Pozo, M. 8ynthesi201Q 21,
3700-3704.
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empleados, las posibles desviaciones en los eqdgoasedida o en el procesamiento de
las sefales.

En las siguientes figuras se presentan los cromatw@ys de la mezcla de
reaccion obtenida en el médulo de sintesis:

m

180004 ‘

160,00+ (1] \
140.00- J |
12000

H

B0004
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4 21689

g I | T T T —
200 i B00 800 100 1200 40 150 1800 am nm Ao F.- 1] B0 £l
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Figura 3.21.Cromatograma con detector de radiactividad delacdareaccién obtenido en el médulo de

sintesis (impurezas radioquimicas)7@gcomercial). El pico correspondiente'#F]-FMISO se desdobla
por la saturacion del detector radiactivo.
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Figura 3.22.Cromatograma con detector de radiactividad delcdealreaccién obtenido en el médulo de
sintesis (impurezas radioquimic&s) (sintetizado por nuestro método). El pico correspentd a {°F-
FMISO se desdobla por la saturacién del detectbactivo.

A continuacion, se muestran los cromatogramasad&akcion recogida por
HPLC preparativo correspondiente al producto fitS##]-FMISO a partir de ambos
precursores (Figura 3.23).
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Figura 3.23.Cromatograma con detector radiactivo de la fraccidmespondiente d°F]-FMISO a)7a

(comercial) b)7a (sintetizado por nuestro método).
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En la figura 3.23 se muestra el cromatograma ‘8€]-FMISO puro. Los
artefactos que aparecen al inicio de los radioctognamas, el pequefio pico inicial y la
linea base con progresion ascendente son debidas pgoximidad del detector
radiactivo e inyector, y son consecuencia de laraia de un blindaje perfecto frente a

la radiacién en el momento de la inyeccion de lasima.

3.12.3. Sintesis de"fF]-FMISO con purificacién en fase sélida

Una de las variaciones en la radiosintesis #-FMISO por Oh ycol.'°° fue la
purificacién en fase soélida en lugar de HPLC seepgrativo. Por ello, se realizé una
sintesis con nuestro precurga@arempleando un sistema de purificacion en faseaéid
lugar de HPLC preparativo como en ensayos anterit ruta de sintesis, reactivos y
cartuchos empleados fueron suministrados por ABXIlaEsiguiente tabla se muestran
los resultados.

Tabla 3.21.Radiosintesis déa con purificacién en fase sélida.

Actividad

. Actividad FMISO b
Actividad especifica  ['*F]-FMISO R*  en mezcla RQ
Precursor inicial ~“F o . solucion
. solucion final en solucién %) cruda ,
(mCi) . . 0 final (%)
(GBg/umol) final (mCi) (ppm)
7a 2354 560 593 25 0,32 > 99

2Rendimiento radioquimico [R= eso /A1sr) X 100];° pureza radioquimica [P.R.Q. = déso /Aw) X
100].

El rendimiento radioquimico fue mas bajo que cuaséautilizd purificacion
mediante HPLC semipreparativo, aunque la purezaqgaimica fue del mismo orden.

La diferencia entre purificacion en fase sélidauyificacion en fase liquida es la pureza

1% 0h, S. J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; KimYd; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryu, J. S.; Moon, D. H
Nucl. Med. Biol2005 32, 899-905.
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guimica, ya que aparecen mas impurezas quimicasnawcadas después de la
purificacion en fase soélida. La cuantificacion ddISO se realiz6 a partir de una recta
de calibracion en la que se utilizaron 8 soluciopason de FMISO en un rango de
concentracion desde 1000 ppm a 7,8 ppm, con urnctode de correlacion de 1. La
cantidad detectada de FMISO fue de 0,32 ppm, loesti@ba cerca de los limites de
deteccién del equipo, el pico estaba poco defigidl integracion de la sefial no pudo

ser totalmente precisa.
3.12.4. Radiosintesis del analogd®f]-BrEMISO ([ *°F]-1b)
Se preparé el radiofarmacf]-BrFMISO segun el método desarrollado por Oh

y col 1% para {®F]-FMISO y se comparé con la radiosintesis de pstparado a partir

del precursofa comercial (Esquema 3.48%

Br_(/\N/\/\OTs 1) [Kryptofix.K]* 18F- /MeCN Br—/\N/\/\ 18F
=L oTHP > =l oH
NO, 2) HCI IN NO,
7b [16F]-1b

Esquema 3.46Radiosintesis dg°F]- Br-FMISO.

El método de radiosintesis fue el mismo que elrdesen el punto 3.12, con las

modificaciones que se presentan a continuacion:

-El is6topo radiactivo se obtuvo en un ciclotr@Al mediante la reaccion
nuclear*®0(p,n)*F.

1% 0h, S. J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kim,YI; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryu, J. S.; Moon, D. H
Nucl. Med. Biol2005 32, 899-905.
192 ABX Advanced Biochemicla Compounds, Germany (5EQR/vial 10 mg).
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-Se utilizé6 un sintetizador IBA Synthé&rapara la sintesis. Este médulo de
sintesis (IBA Molecular), esta acoplado a un HPla@purificacién semi-preparativa.

-La pureza radioquimica se determiné con HPLC aoaly un detector de
radiacion Berthold LBXXX.

-La sustitucién nucleofilica colfF se llevé a cabo a 130 °C durante 5 minutos
para posteriormente ir reduciendo progresivameatéeinperatura hasta los 100 °C
durante otros 3 minutos. A continuacion, el preasursarcado se hidroliz6 con acido
clorhidrico 1N a 100 °C durante 5 minutos y neigtaalo con la solucién neutralizante

(hidréxido de sodio y tampdn citrato).

-La purificacion del producto final se llevd a oamediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC synthera®), cotugma semi-preparativa C18 de
fase reversa, eluyendo con una mezcla de agua:&&5o El compuesto fue purificado
una segunda vez a traveés de un cartucho de al((®@emPak Light AluminaN). Los

resultados obtenidos mediante este método se rmnestria Tabla 3.22.
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Tabla 3.22.Comparacion de la radiosintesis&ey su derivado analogab.

Actividad o
Actividad Especifica proAc(i:ltJI(\:/tlg?i?qal R®  P.RQ°  Duracion
Precursor inicial ~F roducto final e solucion  de sintesis
. p en solucién final (o) . .
(mCi) puro (mCi) 0 final (%) (min.)
(GBg/umol)
7«'21 (AlEg)() 1352 1924 549 54,9 99,7 50
n=
( 7b3) 1840 138,5 210 17,9 99.2 70
n=

2 Rendimiento radioquimico [R= @so /A1sr) X 100];° decaimiento corregidd;pureza radioquimica
[P.R.Q. = (Amiso /Aw) X 100]; *suministrado por ABX.

Como resultado, la sintesis déF]-1b fue menos eficiente que la sintesis de
[*®F]-1a cuando se aplicaron las condiciones del métodanamio para’fF]-1a Por
otro lado, la radiosintesis dka realizada con el sintetizador Synttferaejor6 los
rendimientos y las purezas con respecto a ensay®siares. Si comparamos la
radiosintesis a partir del precursor comerceaton un sistema TRACERLab Mx con el
sistema Synthefa observamos que el rendimiento radioquimicdd@aumenta en un
13,5% para el segundo. La pureza radioquimica emosncasos es mayor al 99%
(Tablas 3.19 y Tabla 3.22).

3.12.5.Radiosintesis de los analogo$’F]-ArFMISO ([ *®F]-1d-j)

Cuando se llevé a cabo la radiosintesis de losogodal de FMISOL1d-j
(Esquema 3.47) no se detecto el producto de regc@nto utilizando un sintetizador
automatico TracerLAB MX (GE Heathcare) con un caspara sintesis de FGD
(ROTEM Industries) modificado para sintesis de F®lISomo cuando se utilizdé un
sintetizador automatico Synth&aIBA Molecular) con un procesador de flujo
integrado (ABX). La modificacion del método de figacion de la mezcla de reaccion,

llevada a cabo mediante inyeccion manual o autca@e la misma en una columna
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semi-preparativa de HPLC, o la purificacion meddamixtraccion en fase solida,
tampoco permitié la identificacion del productordaccion en la mayoria de los casos.

Ar
Yy OTHP [Kiyptofix 22.2KI'[*F]" hc) 1m = HO
OTs N>;\N\)\l/8':

O,N O,N

no detectado

Esquema 3.47

En todos los casos la radiosintesis se llevd a eaboondiciones similares a
las descritas en el punto 3.12 con pequeias vamesi utilizando diferentes
disolventes (acetonitrilo, alcohtdrc-amilico y DMSO) y diferentes temperaturas (100,
105y 120 °C).

La sintesis de andlogos lipofilos de FMISO no tassiér un problema cuando
se realiza en condiciones habituales de laboratoaigintesis transcurre en dos etapas a
partir del correspondiente precursor (Esquema 3yl8ps rendimientos globales

obtenidos oscilan entre 20% y 52%.

Ar

~ OTHP OH

N>\‘ CsF 3 eq.) AcOH >§\

?/N\)\/ OTs N \S N\)\/F
alcohol 7/

THF, H,O
O2N tert-amilico 3-7h 650c O2N

3 h, 120°C

Rendimientos: 20-52% (dos etapas)
Esquema 3.48

Cuando se llevdé a cabo la radiosintesis con losvatkys arilo, los picos
radiactivos del cromatograma con detector de rtididad del crudo de reaccion no
coincidian con su correspondiente patrén en el atognama con detector UV-VIS, por
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lo que una vez decaida la muestra se estudié pp€HWFS en la Universidad de Alcala

(Figura 3.24).

mAU 3 g P 1 & R
] mR*Qj/ @ N>ﬁ oH

60 "o §M. A oH
] Qs

40
] 3 e

2 PR -
3 Jis B @ ) L \
0 F—H L v by N

e Mt

0 5 10 15 20 min

Figura 3.24.HPLC-MS del crudo de reaccién de la radiosintésike (R= 3-CIGHy,).

En la mayoria de los casos, los crudos de radesintpresentaban dos
productos mayoritarios. Uno de ellos se identifm@mo los dioles33d-j, que se
producen por sustitucion nucleofila del grupo tsil(grupo buen saliente) por el ion
hidroxido (en exceso), y un segundo pico que apamst todas las preparaciones,
asociado a una pérdida de masa de 49 uma quearédsula §Ar intramolecular del
grupo nitro por el grupo hidroxilo primario resuita de la reaccién anterior

produciendo el compuesté@d-j (Esquema 3.49).

-OH OTHP
N OTs R—/ N/j/ N OTHP
R_<: /\(g;p _— N?‘{B _ R—(/N;L/j/
NO2 744 (No, o™ 77
Hidrdlisis Hidrdlisis
OH
R/ N Y oH R’ N/j
NO> (6]
33d-j 42d-

Esquema 3.49Formacion de los compuestos ciclados.
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A la vista de estos resultados, se llevé a cabestidio de las condiciones de
sintesis en frio en los laboratorios del Institliecnoldgico PET (ITP) y en nuestro
grupo de investigacion. Como modelo de estudiotii@dula sintesis del analogbg
(Esquema 3.50).

MeO

MeO
Fluoracién Hidrolisis : 7\} HO F
— OTHP — \)\/
N N
Nﬁ/ N \)\/OTS Y
79 19

Esquema 3.50

Se llevaron a cabo cuatro experimentos (Tabla 3.E8) nuestro grupo de
investigacion se llevaron a cabo dos experimentodrie que reproducian lo mas
fielmente posible las condiciones de radiosintidiy como se ha descrito en el punto
3.12, utilizando KF en lugar d¥F. Ambos experimentos se realizaron en un vial
roscado equipado con un septum. En uno de elleemedujeron todas las variables
(entrada 2), mientras que la Unica variable quaadifico en el otro experimento fue el
contenido de KCO;s, que se elimind completamente con el objetivoe&tesu influencia
en la reaccion (entrada 1). En ambos casos senéligli agua de los reactivos por
destilaciéon azeotrépica con MeCN a presion redugtdaando 4 ciclos de destilacion
durante 8,4 minutos en cada ciclo. Finalizada ilm¢na etapa, el disolvente (MeCN) se
evaporg antes de llevar a cabo la hidrélisis. Kadhs las dos etapas de sintesis, el
crudo de reaccién se hizo pasar por una columnfaseéeeversa C18 y los productos de
reaccion lipdfilos se eluyeron con EtOH. El disolteese evaporo6 y la mezcla cruda de

reaccion se analiz6 mediante LC-MS-MS.
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En el ITP se llevaron a cabo dos experimentoszatilio un exceso de NaF de
7,2 eq. (entrada 3) y 5,0 eq. (entrada 4). Ambgem®xentos se llevaron a cabo
utilizando un sintetizador automatico Synttfferen las condiciones indicadas
anteriormente para los experimentos de radiositEsi ambos experimentos se realizo
un Unico proceso de destilacion azeotrépica dufamténutos y la etapa de hidrélisis se
llevé a cabo sin eliminar previamente el disolver¢ela primera etapa. La mezcla de

reaccion se diluyo conJ® y se analiz6 mediante LC-MS-MS.

Tabla 3.23.Condiciones de reaccion y resultados para la s$rded g

Etapa 1: Fluoracion® Etapa 2: Hidrélisis L
Método/ J
Entrada | 74 KF  Kryptofix®  K,CO; T t "1'&' T t | Rto.
(umol)  (umol) (Hmol) (umol)  (°C)  (s) (mL) °C) () | %)
UAH/ 100 360
1 4,7 210 1,12 0 180 3 100 180 22
UAH/ 4 100 360
5 47 210 1,12 10,50 70 180 3 100 180 102
TP/ 130 300
3 7,1 51 5,80 50,7 20 180 1 100 300 0,1
ITP/
130 300
4 10,15 51 5,80 50,7 20 180 1 100 300 6,5

8Todas las reacciones se llevaron a cabo en agédto(® mL para los ensayos en la UAH, y 2,5 mLaar
los ensayos en el ITP).

Podemos asumir, con bastante certeza, que en todosxperimentos las
condiciones de la segunda etapa son suficientene@étgicas como para considerar la
hidrolisis completa del grupo tetrahidropiranil@rillo, las diferencias en rendimiento

de sintesis deben ser consecuencia de la etapsodscion.
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Cuando el experimento se realiz6 en condicionesmdiesintesis (entrada 2) se
obtuvo un rendimiento cuantitativo. Sin embargoanzlo sobre estas condiciones se
elimind el carbonato potasico (entrada 1), el nemelto disminuyo notablemente (22
%). Esto parece indicar que es necesario un exdes&CO; para la formacion
cuantitativa del complejo nucledfilo [Kryptofix 2.2.2-K['F (entrada 2) ya que
utilizando solo exceso de criptando no se obsearsformacion cuantitativa (entrada
1). Para los experimentos realizados en preserd@@O; (entradas 2-4), el proceso es
tanto mas eficiente cuanto menor es el excesocgwsgdel precursor (entrada 2: 2,2 eq.;
entrada 3: 7,1 eq.; entrada 4: 5,0 eq.) indepetedimnte de si la reaccidn utiliza exceso
o defecto de ion'Kentradas 3 y ¥sentrada 2).

Los sintetizadores para radiosintesis solo permitenmodificacion limitada de
las variables del proceso y de los pasos a desaret el mismo. Una limitacion
importante es el secado eficiente de la disolucgire contiene el complejo
[krypofix®.K]* *¥F, H,O y KoCO; en el vial de reaccién, por lo cual, la presentga
Ko,COs y H,O en el matraz de reacciéon puede dar lugar a pyecds sustitucion
nucledfila, eliminacion e hidrdlisisSi bien es cierto que el procedimiento de
radiosintesis no puede evitar la presencia ge(, si es posible reducir su exceso. En
el proceso de radiosintesis, el idfF]-fluoruro se eluye del cartucho QMA (29,9 peq),
por lo que llegan al matraz de reaccion aproximaaaen 44,0 pmol de &£O; y
Kryptofix® 2.2.2 (5,1 pmol). Si consideramos la utilizacié@uha cantidad media de
precursor7g (5,0 mg, 9,3 umol) y las limitaciones del secadeo#&ropico del reactivo
(el carbonato de potasio es higroscopico) bastaréaquedaran en el reactor 4,7 pumol
de agua (84 pL; 28% de la cantidad a evaporar)agase formaran cuantitativamente
9,3 umol de KOH. Este proceso esta favorecido paxeeso de KCO; y por las
condiciones de temperatura alta y presién bajeaagmlie se realiza el secado (Ec. 1).
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Los iones HOformados, mas nucledfilos que los ionéspeédrian entonces reaccionar
completamente con el precursor provocando la sagiit del grupo tosilato (Ec. 2).

H,O + K;CO3 — CO, + 2 KOH (Ec. 1)
R-CH,-OTs + KOH — R-CH-OH + TsOK (Ec. 2)

Por todo lo anterior, se llevé a cabo un experimest frio en el ITP, por
duplicado, que reproducian las condiciones de sauiesis optimizadas por nuestro
grupo de investigacion (Tabla 3.23; entrada 2)llé&8&aron a cabo dos ciclos de secado
azeotrépico (limitado por la bomba del mdédulo) yhda Unica modificacion de la
adicion de una disolucion mas diluida de KF (lama@scantidad que llega del ciclotron)

manteniendo constante la cantidad d@ &bla 3.24).

Tabla 3.24.Condiciones de reaccion y resultados para la s$rded g

Etapa 1: Fluoracion® Etapa 2: Hidrélisis 1
Método/ g
Entrada 79 KF Kryptofix ® K,CO; T t "1';3/" T t | Rto.
(Hmol)  (umol) (Hmol) (kmol)  (°C)  (s) (mL) (C)  (s) | (%)
ITP/ 100 360
1 4.7 210 1,12 10,50 70 180 3 100 180 62
ITP/ 4 100 360
5 4.7 210 1,12 10,50 70 180 3 100 180 57

2Todas las reacciones se llevaron a cabo en 2 nalcatenitrilo.

Cuando el experimento se realizo en condicioneadiesintesis en la UAH (Tabla
3.23) se obtuvo un rendimiento cuantitativo, mi@ntque cuando se realiz6 en el ITP
(Tabla 3.24) se obtuvo un rendimiento medio, pesitante debido a las pérdidas de
volimenes en el casete de sintesis (manifolds, sfufgringas...) durante varias

transferencias de reactivos y disolventes ademées laritacion del secado azeotrépico
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a solo dos ciclos debido al trabajo que supone lpasamba del médulo. Sin embargo,
la obtencién de un 62 y 57% de rendimiento para eath de las sintesis en frio del
analogo de FMISO1g utilizando condiciones de radiosintesis muestraos d

conclusiones importantes:

» Es posible la sintesis en frio dg con buenos rendimientos en condiciones

similares a las de radiosintesis.

» El secado de la mezcla de reactivos que contie®Kes esencial para evitar

la reaccion del precursor con iones hidroxido.
3.13. Ensayos de marcaje de hipoxia vivo con [F]-1b mediante microPET

Se llevé a cabo un estudio de la fijacion H&]f1b mediante PET en cerebro

hipoxico de rata (Figura 3.25).

B/ N Y e
pERs

[18F]-1b

Figura 3.25

Los ensayos de fijacian vivo, la adquisicion PET y la posterior obtencion de la
imagen tomografica y evaluacion de los resultadoles¢ a cabo por parte del grupo
de investigacion del Dr. Miguel A. del Pozo en en@o de Cartografia Cerebral de la
UCM.
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Como modelo experimental se eligio la oclusionalarteria cerebral media en
rata, bien de forma transitoria (tMCAQO) o permaperfpMCAQ). Este modelo
experimental fue realizado por el grupo de invesiign del Dr. Ignacio Lisazoain, en el

Departamento de Farmacologia de la Facultad dediedile la UCM.

La evaluacién se realiz6 a diferentes tiempos despide la intervencion
quirdrgica con la finalidad de ver la evolucién lddijacion del compuesto en el area
hipdxica. Estos resultados se compararon con leenmos a partir del compuesto de
referencia FMISO'fF]-1a A las 24-48 horas después se realizaron est@fidsde la
actividad metabdlica con %F]-desoxiglucosa {fF]-FDG) con la finalidad de

comprobar efectivamente la eficacia del modelo expntal.

Previo a la administracion del radiotrazador, secgdido a medir la actividad
recibida en el activimetro, con el fin de prepdaamonodosis exacta a inyectar. Para
ello, se diluyé el compuesto recibido con la cadichecesaria de solucion salina

fisiologica estéril.

La administracion de los radiotrazadores se reg@lardvia i.v. en la vena caudal
(aprox. 55,5 MBq -1,5 mCi- en un volumen final d& thL). Los tiempos a los que se
administré el compuesto fueron de 30 minutos, @ yharas tras la finalizacion de la

intervencion quirdrgica.

Una vez administrado el radiofarmaco, y debido & Izaracteristicas
farmacocinéticas de estos compuestos, se dej@im@orun tiempo aproximado de 2,5
horas (150 minutos) con la finalidad de asegurdijation en cantidades detectables en

la zona isquémica.
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El protocolo del estudio consistié en una dobleugicion PET-TAC, siendo la
adquisicién PET un estudio estatico de 20 minueodutacion. EI TAC se empled para
la delimitacion anatomica de la lesion y de la zafextada. Para el TAC se eligieron

los siguientes parametros:

N° proyecciones: 350.
Intensidad: 0,8 mA.

Diferencia de potencial: 45 kV.

Para la adquisicién de la imagen tomografica seeisomografo Albira ARS,
un tomografo hibrido PET-TAC para animales pequdfas/raton). Para asegurar la
inmovilizacion durante los registros de PET, laasae anestesiaron inhalatoriamente
mediante isofluorano (5% de isofluorano en oxigemo la induccién y 2% de

isofluorano en oxigeno durante la adquisicion).

La visualizacion y analisis de las imagenes PET-Tid€lonadas se realizo

mediante el programa informético especializado PM@Dsion 3.1).

Una vez finalizada la adquisicion, las imagenes B&Teconstruyeron mediante
el algoritmo OSEM (3 iteraciones) y se les apliodas correcciones de tiempo muerto,
decaimiento, dispersién y coincidencias aleatoffi@®nes procedentes de eventos no
asociados a una misma aniquilacién, fotones ensiteto aniquilaciones posteriores o
fotones de fuentes externas). Las imagenes TACesenstruyeron mediante el

algoritmo FBP (retroproyeccion filtraddikered back projectios).
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El protocolo de la adquisicion de la imagen metahdton f°F]-FDG fue
similar al de {°F]-FMISO y ['®F]-1b, variando Gnicamente el tiempo de incorporacion
(30 minutos) y la actividad inyectada (18,5 MBdp-0Ci).

Los ensayos y observaciones obtenidas del estedim@lyenes PET se resumen
en la siguiente tabla:

Tabla 3.25.Ensayos y resultados del estudio por imagen PET'86hlay b

Inyeccion de
marcadores tras
desoclusién (h)

Adquisicion imagenes
PET tras desoclusién Observaciones

(h)

Tiempo de
incorporacion (h)

Marcado todo el centro de

0,5 2,5 3 ) -
la intervencion
Extension del area de
6 2 8 fijacion del centro a los
bordes
El area central €ore’) no
12 3 15 marcada. Positivo hacia la

zona periférica

Los resultados obtenidos se recogen en la figa®, 8londe se muestran cortes
coronales PET-TAC de cerebro de rata’8€]{FMISO y [**F]-1b en la que se compara
la fijacion en el tejido hipoxico 3 horas despuédaloclusion permanente de la arteria
cerebral media derecha (pMCAO). El radiotrazaderifiyectado 30 minutos después
de la finalizacion de la isquemia. El area hipoxiwearcada por flechas) obtenidas por
ambos trazadores son similares. En ambos casomduosadores fueron inyectados 2

horas y 30 minutos antes del inicio de la adqusi®@ET-TAC.
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[**F]-FMISO

Figura 3.26.Cortes coronales PET-TAC de cerebro de rata®#g&FMISO y de {°F]-BrFMISO.

En la figura 3.27 se muestran cortes coronales PAT-de [°F]-1b inyectado

30 minutos, 6 y 12 horas después de la induccida tguemia mostrando la evolucion
del area hipoxica. A 3 y 8 horas después de laerstpu permanente (pMCAO), se
muestra una zona hipdxica marcada. Después deraS ho se observa captacion del
trazador en el centro de la lesion, posiblemenbéddea la muerte neuronal que tiene
lugar a este tiempo. En cambio, la captacion est@ada en su proximidad. En ambos
casos, el trazador se inyectdé 2 horas y 30 minaidss del inicio de la adquisicion
PET-TAC.
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Figura 3.27.Cortes coronales PET-TAC de cerebro de rata estodian {°F]-BrFMISO.

Los resultados obtenidos mediante imagen molecBBT en el modelo
experimental de oclusion de la arteria cerebral ianeshuestran una fijacion
cualitativamente similar a la obtenida con el miidazol de referencia {F]-FMISO,
permitiendo discernir el area hipoxica de la lesibodo ello, nos permite asegurar que
[*®F]-1b podria ser utilizado como un nuevo radiotrazadwa gocalizarin vivo y de

forma minimamente invasiva la extension del argaémica.
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3.14. Estudios de permeaciém vitro de FMISO (7a), BrFMISO (7b) y PhFMISO
(7d)

Como se ha comentado en los antecedentes, um ta¢émer en cuenta en el
desarrollo de nuevos radiofarmacos para hipoxiabeal es su lipofilia para que pueda
atravesar la barrera hematoencefélica (BBB, enéf)glSin embargo, no es tan
importante el valor de lipofilia, un parametro désiquimico de un compuesto que se
valora normalmente mediante el coeficiente de tepastanol/agua, como el paso real
del compuesto a través de la BBB. Para determumares paso a través de la BBB se
llevé a cabo un ensayo funcional con célutasitro en colaboracién con la Dra Maria
L. de Ceballos del Dpto. Neurobiologia Celular, dtnllar y del Desarrollo del Instituto
Cajal de Madrid

3.14.1. Preparacion de células vitro

Para los estudiom vitro de transporte de FMISO y sus anélogos se utilizd u
sistema de cdmara doble con células de la lindaliapib.end5 (en inglés, brain
endothelial cells), que mimetiza la barrera hemateflica (BBB, del inglés blood

brain barrier) de acuerdo con estudios pre%ids.

La linea celular endotelial b.end5, derivadas dida® cerebrales endoteliales de
ratén, fue generada por Williams gol.,>*! y expresan las proteinas endoteliales
PECAM, endoglina, MECA-23 y Flk-£*?

20 Carro, E.; Trejo, J. L.; Gomez-Isla, T.; LeRoith; Torres-Aleman, INat. Med 2002 8, 1390-1397.

#1 williams, R. L.; Risau, W.; Zerwes, H. G.; Drexlét.; Aguzzi, A.; Wagner, E. FCell. 1989 57,
1053-1063.

#32yvang, T.; Roder, K.E.; Abbruscato, TJ.Pharm. Sci2007, 96, 3196—-3213.
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Se utilizaron placas de 24 pocillos con inserto9dam de diametro, cuyas
membranas tenian poros de 0.4 um (Costar, MA, UBA)Il compartimento superior
se sembraron 50.000 células (100 pL de medio DM&lM,contenido en glucosa, que
contenia 10% suero de ternera, Lonza, USA) y sgbaron durante 24 horas a 37 °C,
en atmosfera humeda y 5% £€h aire. Una vez transcurrido ese tiempo, cuansio la
células habian alcanzado confluencia, se sustitiydedio por otro sin suero y se
afiadio el compuestba en estudio (10 pg en 10 puL de agua destilada)uRaro se
tomaron muestras del compartimento de abajo attistiiempos (2, 4, 6, 8 y 24 horas),
y en algunos casos del compartimento de arribafugren liofilizadas, almacenadas a
4 °C hasta su andlisis. Para elegir esa concentrags® ha tenido en cuenta la
sensibilidad del sistema de HPLC para su valoragjae se transportel0% y que el
compuesto se diluird 6 veces, ya que el compartonde abajo tiene 600 pL. Se
recogieron muestras del compuesto que fue afadidsiderando su valor como el

méaximo del compartimento de arriba at= 0.

En cultivos hermanos se comprobo, mediante el ensayla MTT, que la
viabilidad de las células b.end5 no se veia afagad la exposicion al FMISO durante
24 horas.

3.14.2. Cuantificacion de FMISO por HPLC-UV

La cuantificacion de muestras de FMISO en ambasepate la cubeta a
diferentes tiempos, se realiz6 mediante analisis ggomatografia liquida (HPLC)
acoplada a deteccidon Ultravioleta-Visible (UV) en Unidad Analitica de la Planta

Piloto de Quimica Fina de la Universidad de Alcala.

197



Discusion de Resultados

3.14.2.1. Optimizacién de las condiciones cromatadficas

Se procedid al estudio y optimizacion de las cand&s cromatograficas. Las
mejores condiciones encontradas para la cuantificate forma selectiva de FMISO en

la muestra se recoge en la siguiente tabla:

Tabla 3.26.Condiciones cromatograficas para la cuantificaciémMISO.

Luna C18 5p 100A (150 x 4,6 mm)

Columna analitica Precolumna C18 (4 x 3 mm ID)
Flujo 1 mL/ min.
Fases BA: MAe?;:ol
Elucién en isocratico 98% Ay2% B
Temperatura 25°C
Volumen de inyeccién 10 pL
Deteccion UV 325 nm

En la siguiente figura se muestra un cromatograen&MISO con una pureza
por HPLC del 96%, empleando las condiciones en anisdcratico 98:2 (Agua:MeOH)

descritas en la tabla 3.26. Todas las muestraaleanse disolvieron en agua.
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[ DADR1C, Sig=315.4 Ref=off (230712_F\230712T 2012-07-23 17-43-414230712000010.0)
[ DAD1C, Sig=315.4 Ref=off (230712_F\230712T 2012-07-23 17-43-411230712000009.0)

g
v
S

Figura 3.28.Cromatograma en medio isocratico 98:2 (agua/MeQ@HjMISO (la linea roja corresponde
al blanco).

3.14.2.2. Estudio de linealidad

Se evalugé la capacidad del método para proporcioeswltados que son
directamente (0 por medio de transformaciones nwtieas) proporcionales a la
concentracion del analito en la muestra dentrordimtiervalo de trabajo. Estos estudios
se efectlan a partir de disoluciones patrén sepimé®do de la recta de calibrado. La
linealidad se establecera abarcando el intervaloatb@jo, aproximado entre el 1% vy el
120% del contenido nominal tedrico seleccionado. dste caso la concentracion
nominal seleccionada para el FMISO fue de 50 pp@®%d nominal). En todos los

casos se tuvo en cuenta la pureza del compuestis(EBI6%) (Figura 3.29).
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Figura 3.29. Rectas de regresion obtenidas del FMISO mediatitérpexterno.

Area = 21.28 Cg/mL) + 1.832; r = 0.999

3.14.2.3. Andlisis de las muestras

Para el andlisis de las muestras, una vez liofiizase diluyeron en volumenes
de agua, (10QL para las procedentes de la parte superior déazap 150uL para
muestras procedentes de la parte inferior de Eaplae centrifugaron y se transfirieron
a un vial de HPLC, una vez preparadas se inyectamoel HPLC con las condiciones
descritas (Tabla 3.26) y se analizaron los resofta@iodas las muestras se inyectaron

por triplicado. En la siguiente figura se recogeresultados:
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12

10 ~

FMISO (ug)
(@]

Tiempo (h)

—e— g superior —s— g inferior Mg superior + inferior

Figura 3.30. Cuantificacion de FMISO por HPLC.

Como se observa en la figura 3.30 hay una tendateidisminucion de la
cantidad de FMISO con el tiempo en el compartimexuiperior y un aumento de la

misma en el compartimento inferior, tal y como Galesperar.

A las 2 horas del ensayo, ha habido una permeagdMISO a través de la
membrana maxima, manteniéndose practicamente octastdas 24 horas. Observamos
gque la suma de compuesto en el compartimentoionfgr el del superior no
corresponde al 100%, esto se podria explicar poretancion del analito en la

membrana por interaccion con las células.

A la vista de este primer estudio, y tras los teslals obtenidos, se decidid
llevar a cabo nuevos ensayos a tiempos menoregig/a las 2 horas del ensayo, la

permeacion de FMISO fue maxima.
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Como nuestro objetivo, era comparar la capacidas togpne cada uno de los
derivados de FMISO para atravesar la BBB seguipsfilia, se llevd a cabo un ensayo

con los analogosb y 1d de FMISO a tiempos cortos (0 a 1 hora).

H HO Br Qﬂ

Y
NG, NO, NO,
la 1b 1d
Clog P= 0,27 Clog P=1,25 Clog P= 2,31
Figura 3.31.

Para la preparacion de céluiasvitro se utilizaron las mismas condiciones que
las descritas en el punto 3.14.1, con la Unicaehi@a que las muestras se tomaron a

tiempos mas cortos (0, 15, 30, 45 y 60 minutosdeipartimento de abajo.

Se llevaron a cabo los mismos estudios de cuaatifio, optimizacion,

linealidad y analisis de muestras para los difeeahalogos.
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En la siguiente figura se recogen los resultados:

100
90

70

60 s ——FMISO (1a
50 /i/‘! -8B FMIS(O ()1b)
40 %/ A—Ph-FMISO (1c)
30

20 /

10

ol d

0 15 30 45 60

% Prod. atraviesa membr:

Tiempo (min.)

Figura 3.32 Porcentaje de compuesfia(lb y 1d) que atraviesa la menbrana.

Para cada tiempo se tomaron tres muestras (n=3)eqeates de tres

experimentos diferentes y cada muestra se anadizdyplicado mediante HPLC.

Los resultados obtenidos mostraron sorprendentengrdrden de permeacion
(1d>1a>1b) distinto del orden correspondiente a sus valdee€log P 1d > 1b > 1a).
Quelb atraviese peor la membrana dugeno parece tener una explicacion sencilla. Se
podria hipotetizar que esto es debido al metaboliparcial del bromderivadbb por
parte de las células de la BBB. Como se ha desenmitesta Memoria, el compuedto

se reduce mejor quéd y la. En el proceso de reduccion, y segun ha descrito
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McClelland®® para la reduccién de 2-nitroimidazoles, se gemer&ation nitreno que
posteriormente puede adicionar agua o grupos Hilokde proteinas, como grupos
tiol de la propia nitroreducta (por ejemplo. Gliga), formandose un complejo

covalente (Figura 3.33).

— — HO OH
N _NR HN _NR
o, Y
N/ _\NR 4e- —\ H H / NH,
e
Y Noa NR ——>
™\ HO Nu Nu
NO2 NHOH N NR }‘ —( —(
especies NH HNYNR + NYNR
reactivas
— — NH, H,
Nu = nucleéfilo de macromolécul
celulares

Figura 3.33 Reduccién de'fF]-FMISO en las diferentes células y su unién aromoléculas, tomado
de ref. 55

Sin embargo, no tenemos datos que apoyen estateikigd por ello, es necesario
estudiar mas a fondo el comportamiento del compudstEn estos momentos se esta
llevando a cabo el estudio del resto de la seag pomprobar si el comportamiento de
1b es una excepcion o no. De aqui se derivara un Imaldecomportamiento de los

productos al atravesar membranas neuronales.

5 Bolton, J. L.; McClelland, R. Al. Am. Chem. So#989 111, 8172-8181.

204



Parte experimental

Los reactivos y los disolventes utilizados se haguaido en las casas
comerciales Aldrich, Acros, SDS, Merck y se utita sin ningun tratamiento

posterior.

Las reacciones que exigieron condiciones anhidrdegaron a cabo en atmosfera
de argon desoxigenado y seco. Los disolventes @ashidilizados en estas reacciones
se secaron por destilacion sobre un agente deseadetuado, en atmdsfera de argon,
inmediatamente antes de su &¥bo se hicieron pasar a través de una columna de
alimina anhidra bajo atmésfera inettéLas adiciones de disolventes y disoluciones en

condiciones anhidras se realizaron via jeringanolled

Para las reacciones a baja temperatura se utiiaisonda de refrigeracion Haake
EK 101.

Los puntos de fusion se determinaron en tubodacapi abiertos en un aparato
GALLENKAMP.

Para las cromatografias analiticas de placa firergdearon cromatofolios de gel
de silice Alugram Sil G/U¥4con un espesor de 0,2 mm sobre soporte de alupseo
revelaron con luz ultravioleta, KMnQacido fosfomolibdico, vainillina, vapores deol
ninhidrina. Para la cromatografia en columna (jlashutilizé gel de silice Merck (230-
400 mesh). El eluyente empleado se indica en cada § las proporciones del

disolvente son siempre volumen-volumen.

Los espectros de infrarrojo (IR) se obtuvieron arespectrofotdmetro Perkim-

Elmer modelo FTIR 1725X en las condiciones indisada cada compuesto (pelicula

233 Armarego, W. L. F.; Chai. L. L. Purification of Laboratory ChemicaEd. Elsevier2009
4 gistema de purificacion de disolventes M. BrausS-8B0.
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entre cristales de NaCl o pastilla de KBr) y lacfrencias de los maximos de absorcion

se expresan en ¢m

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RBEN)registraron en
espectrofotémetros Varian UNITY-300, Varian Merc}-300 (300 MHz pardH y
75 MHz para™®C) y Varian Gemini 200 (200 MHz par#d y 50 MHz para'®C) y
Varian UNITY?"$500 (500 MHz pardH y 125 MHz para>C). Para los espectros de
RMN se emplearon los disolventes deuterados G,EI»OD y DMSO-¢de SDS. Los
valores de los desplazamientos quimicos se expmsamidades (ppm) utilizando
como referencia la sefal residual del disolventigsyconstantes de acoplamiento se

expresan en Hz.

Los analisis elementales cuantitativos de C, H geNllevaron a cabo en un
analizador elemental modelo Heraeus CHN Rapidgxpeesan en %. Los espectros de
masas de baja resolucion (EM) se registraron esspactrofotometro Hewlett-Packard
5988A (70 eV) utilizando técnicas de impacto elautrto (IE) o ionizacidon quimica
(IQ) y la técnica de electrospray (ES) en un Hawkeickard 1100MSD con analizador
de trampa de iones LCQ deca XP plus de la casarithdros datos obtenidos estan
expresados en unidades de masa (m/z) y los vatates paréntesis corresponden a las
intensidades relativas respecto al pico base. spsatros de masas de alta resoluciéon se
realizaron en un espectrometro de masas por tieepeouelo Agillent 6210 LC/MS
TOF, utilizando como patron de referencia pico23,809798 y 121,05873 por ES+.
Los HPLC-MS se han llevado a cabo en un cromatoghgilent HP1100, utilizando
una columna Luna C18 (100 x 2 mm xu); utilizando como fase maovil un gradiente
de HO-CH;CN o0 H,O-MeOH con un 4% de acido férmico.

El microondas modeldnitiator 2.5 de Biotage se ha utlizado para las

reacciones por calentamiento de microondas.
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4.1. Sintesis del precursor de FMISO

4.1.1. Optimizacién de la sintesis de Ohgpl.**®

4.1.1.1. Tosilato de 2-hidroxi-3-tosiloxipropilo (2), tosilato de 2,3-ditosiloxipropilo
(77) y tosilato de 2,3-dihidroxipropilo (78)

Una disolucion de glicerol anhidro (5,38 g; 58,4 otinen piridina anhidra (60
mL) en atmosfera de argon se adiciond gota a gotary agitacion vigorosa una
disolucion de cloruro de-toluenesulfonilo (22,26 g; 116,8 mmol) en piridiaahidra
(40 mL) durante 1 hora a 0 °C. Transcurrido egmpo se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente durante 21 horas. La mezdeateion de color rosado se virtio
sobre hielo picado y se acidifico con HCI concetdrd_a fase organica se separ6 de la
acuosa y se lavé con DCM (2 x 100 mL). Los extmaioganicos se juntaron y se
lavaron con HCI 2N (2 x 20 mL) y agua (2 x 20 mL3g/secaron con haO, anhidro.
Se filtr6 el desecante, el filtrado se concentrgequedad y el residuo se purifico por
cromatografia flash en columna de gel de silicendsacomo eluyente DCM/AcCOEt
(92:8) para daRl (14,7 g; 63%) como un aceite incoloi, (4,8 g; 15%) y78 (1,4q;

10%) como solidos blancos.

Rendimiento (21) 63%

TsO” >~ 0Ts

Rf (ocmiacoEt 92:8) 0,5 L

1% 0Oh, S.J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kiml. Y.; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryul. S.; Moon, D. H.
Nucl. Med. Bial2005 32, 899-905.
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'H-RMN (200 MHz, CDC}): § 7,74 (d, 4H,) = 8,1 Hz, H.19; 7,33 (d, 4H,) = 8,1 Hz,
Hmr9; 4,02 (§p 5H, CH-OTs + CH-OH); 2,50 (d, 1H] = 5,1 Hz, OH); 2,44 (s, 6H,
CHs) ppm.

Rendimiento (77) 15%

TsO/Y\OTs

Rf ocwmiacoet 92:85 0,65 ot
P.f. 101-102 °C (L#*> 102 °C)

'H-RMN (200 MHz, CDCY): § 7,67 (d, 6H,J = 8,1 Hz, H.-19; 7,33 (d, 6H,] = 8,1 Hz,
Hm1o; 4,64 (g, 1HJ = 5,1 Hz, CH-OTs); 4,05 (d, 4H,= 5,1 Hz, CH-OTs); 2,44 (s,
9H, CHy) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CXOD): 6 145,5 (3C); 131,6 (3C); 130,0 (6C); 127,9 (6C);374
66,3 (2C); 21,7 (3C) ppm.

Rendimiento (78) 10%

TsO/Y\ OH

Rf (ocmiacokt 92:85 0,39 T
P.f.: 52-53 °C (Lit*% 54 °C)

'H-RMN (200 MHz, CROD): & 7,82 (d, 2H,J = 8,3 Hz, H1d: 7,47 (d, 2HJ = 8,3
Hz, Hn.9; 4,11 (dd, 1H,) = 9,8 Hz,J = 4,3 Hz, CH-OTs); 3,98 (dd, 1HJ = 9,8 Hz,J
= 5,9 Hz, CH-OTs); 3,79 (m, 1H, CH-OH); 3,51 (d, 2Bi= 5,9 Hz, CH-OH); 2,48 (s,
CHs) ppm.

25 Garner, E. F.; Goldstein, I. J.; Montgomery, Rmi®, F.J. Am. Chem. So958 80, 1206-1208.
2% Tipson, R. S.; Clapp, M. A.; Cretcher, L. H.Am. Chem. So&943 65, 1092-1094.
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4.1.1.2.Tosilato de 2-(oxan-2-iloxi)-3-tosiloxipropilo(17)

Una disolucién de1 (11,03 g, 27,5 mmolp-toluensulfonato de piridinio (1,39
g, 5,53 mmol) y 3,4-dihidro+2-pirano (5,10 g, 60,6 mmol) en DCM anhidro (163 mL)
se agitdé a temperatura ambiente durante 22 hoeasidzcla de reaccién se diluyd con
una disolucién saturada de NaCl (100 mL), se exttap AcOEt (3 x 30 mL) y se sec6
con NaSQ, anhidro. El filtrado se evaporé para darcomo un sdlido blanco (13,17 g,
99 %).

Rendimiento: 99% Tso/\ﬁ OTs
P.f. 103-104 °C (Lt°® 104-105 °C) OTHP

'H-RMN (200 MHz, CDCY): & 7,73 (d, 2H, = 8,3 Hz, H.1); 7,72 (d, 2H, = 8,3 Hz,
Ho19); 7,32 (d, 4HJ = 8,3 Hz, Hy.19; 4,56 (M, 1H, Hup); 4,12-3,94 (m, 5H, CH
OTs + CH-OTHP); 3,63 (M, 1H,d4wp); 3,35 (M, 1H, K1up); 2,43 (S, 6H, Ch); 1,62—
1,39 (m, 6H, Hs1Hp) ppm.

4.1.1.3. Tosilato de 3-H-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxan-2-iloxi)propilo (7a) y 1,3-
bis-(1H-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxan-2-iloxi)propano (79)

Una disolucion dé.7 (5,96 g; 12,3 mmol), 2-nitroimidazol (1,25 g; 18 /@mol)
y carbonato de cesio (3,61 g; 11,08 mmol) en DMkida (118 mL) se burbujed con
argon durante 5 minutos y se calenté a 60 °C dai2ththoras. El disolvente se evaporé

y el residuo se tratdé con AcOEt (50 mL), quedandaeasiduo que se filtré y se lavd

1% 0Oh, S.J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kiml. Y.; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryul. S.; Moon, D. H.
Nucl. Med. Bial2005 32, 899-905.
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con AcOEt (50 mL), finalmente la mezcla se conceatsequedad. El residuo obtenido
se purificd por columna cromatografica flash eruguia de gel de silice usando como
eluyente hexano/AcOEt (1:1). Aislanda (2,26 g; 48%), compuesto por una mezcla de

diasteredbmeros 55:45A9 (0,122 g; 3%) como aceites amarillentos.

Rendimiento (7a) 48 %

Rf (HewacoEt 1:1) 0,42 N
P.f. 106-109 °C (Lit°® 106-109 °C, mezcla de
diastereisomeros 71:29)

'H-RMN (500 MHz, CDC}): § 7,80 (dt, 2H,J = 8,2 Hz,J = 1,9 Hz, H.1s dias. A);
7,78 (dt, 2HJ = 8,2 Hz,J= 1,9 Hz, H.15, dias. B); 7,36 (dt, 4H] = 8,2 Hz,J= 0,6 Hz,
Hm-ts dias. A+B); 7,13 (d, 1H) = 1,1 Hz, K., dias. B); 7,09 (d, 1H] = 1,1 Hz, H.
m, dias. A); 7,08 (d, 1H) = 1,1 Hz, H.m dias. B); 7,07 (d, 1H) = 1,1 Hz, H.in, dias.
A); 4,78 (dd, 1HJ = 14,0 HzJ = 3,2 Hz, CH-Im, dias. A); 4,67 (dd, 1H] = 14,0 Hz,
J=3,2 Hz, CH-Im, dias. B); 4,49 (m, 1H, Hryp, dias. A); 4,42 (dd, 1H] = 14,0 HzJ
= 8,4 Hz, CH-Im, dias. B); 4,34 (dd, 1H] = 14,0 Hz,J = 7,5 Hz, CH-Im, dias. A);
4,25-4,19 (m, 3H, CH-OTHP, dias. A + GITs, dias. B + Kyp, dias. B); 4,14 (dd,
1H,J=11,1 HzJ = 4,3 Hz, CH-OTs, dias. A); 4,06-3,99 (m, 3H, CH-OTHP, dias. B,
CHx-OTs, dias. A+B); 3,62 (m, 1H,d44p, dias. B); 3,34 (m, 1H, &ryp, dias. B); 3,24
(m, 1H, H.typ, dias. A); 3,07 (m, 1H, &rup, dias. A); 2,45 (s, 3H, CHdias. A+B);
1,56-1,38 (m, 6H, kls 5.thp dias. A+B) ppm.

Rendimiento (79) 3% PR,
N N

Rf (Hexiacoet 1:1§ 0,50 §-N Ny
O,N NO,

212



Parte experimental

H-RMN (500 MHz, CDCY): 7,24 (d, 1HJ = 1,1 Hz, H.m): 7,17 (d, 1HJ = 1,1 Hz,
He.m): 7,15 (d, 1HJ = 1,1 Hz, Huw); 7,11 (d, 1HJ = 1,1 Hz, H): 4,83 (dd, 1H, =
14,0 Hz,J = 3,1 Hz, CH-Im); 4,75 (dd, 1H,) = 14,0 HzJ = 3,9 Hz, CH-Im); 4,60 (dd,
1H,J= 14,0 HzJ = 6,8 Hz, CH-Im); 4,41 (m, 1H, CH-OTHP); 4,29 (dd, 181= 14,0
Hz,J= 8,5 Hz, CH-Im); 3,99 (dd, 1H,)=7,4 HzJ = 2,5 Hz, H.1yp); 3,48 (M, 1H, H.
hp); 3,23 (M, 1H, Kup); 1,67-1,17 (M, 6H, blys-tvp ppm.

3C-RMN (125 MHz, CDCE & 145,0 (C2,); 144.9 (C2i): 128.4 (C§v); 1281
(C5'1m); 127,7 (C4y); 126,8 (C4); 101,11 (C24p); 74,6 (C-OTHP); 64,8 (G3p); 51,5
(CHzlm); 51,0 (CHIm); 30,7 (C&np); 24,6 (C4wp); 20,7 (Clnp) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ealculado par&:sH1dNsOs [M] *: 367,1361; Encontrado
[M]*: 367,1294.

IR (CHCh): vinax 3400; 2917; 1537; 1484; 1359; 1034'tm
4.1.2. Sintesis alternativa
4.1.2.1. 1-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-ilmetil)-#H-2-nitroimidazol (24)
Una disolucion del tosilatg2 (12,00 g; 41,80 mmol), 2-nitroimidazd)((5,19
g; 45,98 mmol), C£0; (13,58 g; 41,80 mmol) y DMF anhidra (144 mL) séeot) a
110 °C durante 22 horas bajo atmosfera de argomdzzla de reaccidn se concentro a

sequedad, el residuo obtenido se disolvio en AcEl solido formado se filtro. El

filtrado se evapor6 a presion reducida obteniendaagite marrén (418 mg, 92%). Una

1 Nieto, E.; Alajarin, R.; Alvarez-Builla, J.; Laffaga, |.; Gorospe, E.; Pozo, M. 8ynthesi201Q 21,
3700-3704.
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muestra se purificdé por cromatrografia en columeagel de silice eluyendo con

AcOEt/hexano (4:6) para dad como un aceite de color marrén-amarillento.

Rendimiento: 92% ON 5
- S
Rf (acoEuHex 4:6§ 0,2 N \%N/\Qﬁ

'H-RMN (300 MHz, CDC¥): 6 7,17 (s, 1H, Hm); 7,10 (s, 1H, Hm); 4,69 (dd, 1H,]
= 13,5 Hz,J = 2,3 Hz, CH-Im); 4,47-4,38 (m, 1H, CH); 4,35 (dd, 1Bl= 13,5 HzJ =
7,2 Hz, CH-Im); 4,13 (dd, 1HJ = 8,9 Hz,J = 5,9 Hz, CH-0O); 3,65 (dd, 1H,) = 8,9
Hz,J=5,6 Hz, CH-O); 1,34 (s, 3H, C§); 1,28 (s, 3H, Ch) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CDC}) & 144,7 (C2.); 128,1 (C%,); 127,1 (C4,); 110,2 (C2);
73,8 (C5); 66,2 (C4); 52,0 (GHm); 26,5 (CH); 25,1 (CH) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/@alculado par&qoH14aNz04 [M] *: 228,0984; Encontrado
[M]™: 228,1012.

IR (CHCh): vmax 1787 (NQ); 1539 (C= N); 1363 (N§); 1066; 969 (C-O) cih

Andlisis elemental (CoH13N3O4 Calculado: C = 47,57; H = 5,76; N = 18,49;
Encontrado: C = 47,77, H=5,92; N = 18,59.
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4.1.2.2. 3-(H-2-nitroimidazol-1-il)propano-1,2-diol (25) y 3-(H-2-nitroimidazol-1-
il)prop-2-en-1-ol (80)

Una disolucion de24 (8,87 g; 39,0 mmol) y Dowex 50WX4 (26,98 g; 34,3
mmol) en agua (50 mL) se agitd a temperatura artdidumrante 2 horas. La resina se
filtrd y se lavd con MeOH (3 x 20 mL), el disolvense concentré a sequedad y el
residuo se purificé por columna cromatogréficalflas columna de gel de silice usando
como eluyente ACOEt/MeOH (9:1) aislando dos solidosrillos25 (6,38 g; 88%) y
80 (0,45 g; 7%).

HO

H. 0 [\ OH
Rendimiento (25) 88% Ne NJ\/
Rf (acoevmeon 9:15 0,44 \N(oz

P.f.: 109,4-112,7 °C (EtOH) ('#* 110-112 °C)

'H-RMN (300 MHz, CROD): 8 7,48 (S, 1H, m): 7,16 (S, 1H, bm); 4,77 (dd, 1H,
= 13,8 Hz,J = 3,3 Hz, CH-Im); 4,39 (dd, 1H,] = 13,8 Hz,J = 8,4 Hz, CH-Im); 4,01-
3,93 (M, 1H, CH); 3,64-3,53 (m, 2H, G®H) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CROD): & 146,4 (C2n); 129,2 (C%.); 128,0 (C4,); 71,6 (CH-
OH); 64,7 (CH-OH); 53,6 (CH-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/@alculado par&eH10N304 [M] *: 188,0671; Encontrado
[M] *: 188,0670.

IR (KBI): vimax 3275 (OH); 1537 (C= N): 1491 (N 1366 (NQ); 1053 crit.

124Beaman, A. G.; Tautz, W.; Duschinsky, Atimicrob. Agents Chemothdi968 520-530.
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Andlisis elemental(CsHgN30,4). Calculado: C (38,50); H (4,85); N (22,45); Encodtra
C (38,29); H (4,94); N (22,19).

/\ OH
Rendimiento (80) 7% NYN\/\/
Rf (acoeumeon 9:15 0,55 NO,
P.f.: 88-90 °C

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,74 (d, 1H.J = 1,0 Hz, H.;); 7,64 (dt, 1H,J = 13,8
Hz,J = 2,0 Hz, Im-CH=C); 7,21 (d, 1H,= 1,0 Hz, H.m); 6,32 (dt, 1H,J = 13,8 Hz,J
= 5,3 Hz, C=CH); 4,31 (dd, 2H,= 5,3 Hz,J = 2,0 Hz, CH-OH) ppm.

13C-RMN (75 MHz, COD): & 129,1 (C%.); 127,9 (C4.); 125,5 (C3); 125,2 (C2);
60,4 (C1) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/@alculado par&sHsN3:Os [M] *: 170,0566; Encontrado:
[M]*: 170,0566.

Andlisis elemental(CsH7N303). Calculado: C (42,60); H (4,17); N (24,84); Encodtra
C (42,86); H (4,26); N (24,57).

4.1.2.3. Tosilato de 2-hidroxi-3-(H-2-nitroimidazol-1-il)propilo (26)

Método A: Una disolucion de di@5 (117 mg; 0,62 mmol) en piridina anhidra
(3 mL) enfriada a 0 °C se le afadié gota a gotadis@ucion de TsCI (119 mg; 0,62
mmol) en piridina anhidra (3 mL) durante 15 minuttsgo atmdésfera de argon. La
mezcla de reaccion se agitdé durante 24 horas aetatopa ambiente. Se afiadio hielo
picado (3 mL) y HCI 2N (5 mL) y se extrajo con@t(10 x 3 mL). Se combinaron las
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fases organicas, se lavaron con NaCl saturadogcsea sobre N8O, anhidro y se
concentrd a sequedad. El residuo se purifico punatografia flash en columna de gel
de silice eluyendo con AcOEt, obteniéndose un sdicharillo 26 (57,8 mg; 27%)

como una mezcla de regioisomeros 85:15.

Método B: Se disuelvié el acetoni@d (50,0 mg; 0.22 mmol), B® (71,9 mg;
0,22 mmol) y PPTS (11,1 mg; 0,044 mmol) en DCM ¢hll) bajo atmosfera de argon
a temperatura ambiente y se agitdo durante 27 hogasosamente. El disolvente se
concentrd a sequedad y el crudo de reaccion sécpupor cromatografia en columna
en gel de silice eluyendo con AcOEt para dar ude@marillo 26 (33,6 mg; 45%)

como una mezcla de regioisomeros 98:2.

Método C: Una solucién de&5 (50,0 mg; 0,267 mmol), cloruro dp-
toluensulfonilo (50,0 mg; 0,267 mmol), trietilamif@,037 g; 0,267 mmol) y B&nO
(2,3 mg; 0,053 mmol) en MeCN anhidro (4 mL) se @git temperatura ambiente
durante 5 horas. El disolvente se concentré a slagiug el residuo obtenido se purifico
por cromatografia en columna de gel de silice eldgecon AcOEt/hexano (8:2) para
dar el solido amarill@6 (76,0 mg; 83%) como una mezcla de regiosémerdaz®Y,

Una muestra se recristalizé en AcOEt.

Rendimiento; Método C: 83% — &/OTS
NRLY
Rf (acoevHex 8:2 0,45 ¥

NO,
P.f: 140,9-143,5°C

'H-RMN (300 MHz, CROD): & 7,85 (d, 2H,J = 8,2 Hz, H1J; 7,49 (d, 2HJ = 8,2
Hz, Hnrd; 7,41 (S, 1H, Kim); 7,13 (s, 1H, Wmw); 4,66 (dd, 1H] = 13,8 Hz,J = 3,3
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Hz, CHy-Im); 4,36 (dd, 1H,J = 13,8 Hz,J = 8,2 Hz, CH-Im); 4,12-4,05 (m, 3H, CH,
CH,-OTs); 2,50 (s, 3H, C¥l ppm.

13C-RMN (50 MHz, DMSO-@): d 144,6 (C4,); 144,38 (C2.); 131,4 (CiJ); 129,7
(2C; C3); 127,9 (C5n); 127,2 (2C; C2); 126,8 (C4n); 71,0 (CH-OH); 66,2 (Ch
OTs); 50,7 (CHIm); 20,6 (CH) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): ml/e calculado para Ci3H1gN3SOs [M]™: 342,0706;
Encontrado [M]: 342,0624.

IR (KBF): vmax 3204 (OH); 1539 (C= N); 1492 (N 1365 (SQ); 1171 (SQ) cm™.
Andlisis elemental(C;3H15N306S).Calculado: C (45,74); H (4,42); N (12,31); S (9,39)
Encontrado: C (45,58); H (4,42); N (12,11); S (9,61

4.1.2.4. Tosilato de 3-@-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-2-iloxi)propilo (7 a)

Una disolucion d@6 (0,200 g; 0,586 mmol); PPTS (0,176 g; 0,700 mmd)4-
dihidro-2H-pirano (0,148 g; 1,758 mmol) en DCM anhidro (10 )nrde agitd a
temperatura ambiente durante 6 horas. La mezcleatzion se evaporé y el residuo
obtenido se purifico a través de una columna atetgel de silice y se eluyd primero en
hexano seguido de AcOEt/hexano (7:3). Después ajgoear el disolvente se obtuvo un
aceite que se triturd con éter dietilico para @&ar0,221 g, 88%) un solido amarillo

como mezcla de diasteredmeros 51:49.
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Rendimiento: 88%
D

OTs

Rf (Hexiacort 7:3): 0,43
P.f.. 110-112,9 °C (LﬁOG; 106-109 °C, mezcla de oM

diasteredmeros 71:29)

7
Z

4.2. Sintesis del precursor de FMISO monobromado

4.2.1. A partir del precursor 7a de FMISO

4.2.1.1. Tosilato de 3-(4-bromoH-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-2-iloxi)propilo
(7b)

Una disolucion dera (1,0 g; 2,4 mmol)N-bromosuccinimida (0,836 g; 4,80
mmol) en DMF anhidra (7 mL) bajo atmésfera de argemlejé agitando 17 horas a 10
°C. Pasado este tiempo se afiadié a 0 °C una d@olsaturada de NaCl que contenia
5% de NaCOQs. Se extrajo con dietil éter (3 x 30 mL), las fasaganicas se lavaron con
NaCl saturado (20 mL), se secO sobre MgS@hidro, se filtr6 y se concentré a
sequedad a temperatura ambiente. El residuo skcpysor cromatografia en columna
de gel de silice eluyendo con hexano/AcOEt (6:d)emiéndose un aceite que se triturd
en dietil éter para dar el solido amarillenid (0,83 g, 69%) como mezcla de
diastereémeros 67:33.

1% 0Oh, S.J.; Chi, D. Y.; Mosdzianowski, C.; Kiml. Y.; Gil, H. S.; Kang, S. H.; Ryul. S.; Moon, D. H.
Nucl. Med. Bial2005 32, 899-905.
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Br
Rendimiento: 69 % N>§‘ OTHP
Rf (HexiacoEt 6:4). 0,44 7\/'\'\)\/ OTs
O,N
P.f.. 120,0-124,3 °C i

'H-RMN (500 MHz, CDCJ): 6 7,79 (d, 2H,) = 8,1 Hz, H.1s, dias. A); 7,78 (d, 2H] =
8,1 Hz, H.rs dias. B); 7,36 (d, 2H] = 8,1 Hz, H,.rs dias. A+B); 7,09 (s, 1H, Hm,
dias. B); 7,01 (s, 1H, Hm, dias. A); 4,79 (dd, 1H) = 14,0 Hz,J = 3,3 Hz, CH-Im,
dias. A); 4,68 (dd, 1H) = 14,0 Hz,J = 3,3 Hz, CH-Im, dias. B); 4,44 (m, 1H, Hrp,
dias. B); 4,34 (m, 2H, CHIm dias. A+B); 4,27 (m, 1H, Hryp, dias. A); 4,21 (m, 2H,
CH-OTHP, dias. B + CHOTSs, dias. A); 4,11 (dd, 1H,= 11,2 Hz,J = 4,5 Hz, CH-
OTs, dias. B); 4,05-3,98 (m, 3H, CH-OTHP, dias. EH,-OTs, dias. A+B); 2,45 (s,
3H, CHs, dias. A+B); 1,67-1,38 (m, 6H,345.typ dias. A+B) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CDC4): & 145,8; 132,5; 130,1 (2C); 128,0 (2C); 126,3; 115,3
100,9; 97,8; 74,1; 70,3; 68,5; 67,0; 63,2; 51,15580,3; 30,1; 24,9; 24,8; 21,7; 19,7;

19,3 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCigH23sBrN:O;S [M]*: 504,0440;
Encontrado [M]: 504,0400.

IR (KBF): vmax 3449 (OH); 1535 (C=N): 1499 (N{) 1350 (SQ); 1168 (SQ) cmi™.

Andlisis elemental (C1gH22BrN3;O;S). Calculado: C (42,86); H (4,39); N (8,33); S
(6,35). Encontrado: C (42,60); H (4,46); N (8,23)6,36).
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4.2.2. A partir del diol 25

4.2.2.1. 3-(4-bromo-H-2-nitroimidazol-1-il)propano-1,2-diol (33b)

Una disolucién de dioR5 (2,25 g;12,03 mmol) yN-bromoftalimida (3,80 g;
16,84 mmol) en DMF anhidra (12 mL) se agit6 duréhteras a temperatura ambiente
bajo atmdésfera de argon. El disolvente se evapar@iiadié MeOH frio (20 mL) y se
filtro el precipitado blanco formado. Se concerdtdiltrado a sequedad y el residuo se
purificd por cromatografia en columna de gel dessiéluyendo con hexano/AcOEt 2:1,
obteniéndose un aceite amarillento (2,51 g, 79%).

.. . S OH
Rendimiento: 79% N)\‘\)\/OH

Rf HewacoEt 2:15 0,32 o

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,56 (s, 1H, Kly); 4,75 (dd, 1H,J) = 13,8 Hz,J = 3,3
Hz, CH-Im); 4,37 (dd, 1HJ = 13,8 Hz,J = 8,5 Hz, CH-Im); 4,00-3,93 (m, 1H, CH-
OH); 3,60 (m, 2H, CKOH) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CROD): & 145,3 (C2.); 128,6 (C%); 114,4 (C4y); 71,3 (CH-
OH); 64,6 (CH-OH); 54,0 (CH-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para C¢HoBrNsO, [M]™: 265,9776;
Encontrado [M]: 265,9777.

IR (KBI): vimax 3369 (OH); 15943 (C=N); 1469 (N 1369 (NQ) cm™.
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Andlisis elemental (CsHgBrN3O4). Calculado: C (27,08); H (3,03); N (15,79).
Encontrado: C (27,06); H (3,08); N (15,75).

4.2.2.2. Tosilato de 3-(4-bromo-+-2-nitroimidazol-1-il)-2-hidroxipropilo (30)

Una disolucion de33 (2,5 g; 9,47 mmol) en MeCN anhidro (142 mL) se le
afadié cloruro deo-toluensulfonilo (1,80 g; 9,47 mmol), trietilamir{@,955 g; 9,47
mmol) y BuSnO (0,046 g; 0,188 mmol) bajo atmosfera de argoseyagitdo a
temperatura ambiente durante 5 horas. Pasadoiesigotel disolvente se concentr6 a
sequedad y el residuo se disolvio en DCM (50 mk),fikr6 y se lavé con NacCl
saturado (2 x 20 mL). La fase acuosa se extrajaDgoll (3 x 10 mL), se combinaron
las fases organicas y se secaron sobrg&S®aanhidro, se filtré6 y se concentré a
sequedad. Por ultimo el residuo se purific6 pomatografia flash sobre gel de silice
eluyendo con hexano/AcOEt (6:4). Se obtuvo un acgqite se tritur6 con DCM

obteniéndose el sélido amariller86 (2,84 g, 72%) como un Unico regioisémero.

Rendimiento: 72% Br HO
Rf (Hexacoet 6:4 0,43 r\?\:\ N o
P.f.. 123,6-125,7 °C \N(OZ

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,84 (d, 2HJ = 8,2 Hz, H.1); 7,48 (d, 2HJ = 8,2
Hz, Hnto); 7,47 (S, 1H, Hin); 4,64 (dd, 1HJ = 13,8 Hz;J = 3,3 Hz, CH-Im); 4,34
(dd, 1H,J = 13,8 Hz;J = 8,2 Hz, CH-Im); 4,14-4,09 (m, 1H, CH-OH); 4,05 (m, 2H,
CH2-OTs); 2,50 (s, 3H, Chippm.
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13C-RMN (75 MHz, CQOD): § 146,8 (C4s); 145,3 (C2.); 133,8 (C%); 131,2 (2C;
C3ro); 129,1 (2C; C2); 128,6 (CHy); 114,5 (C4); 71,9 (CH-OH); 68,4 (CHOTS);
53,2 (CH-Im); 21,6 (CH) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCisHisBrN3OsS [M]™: 419,9865;
Encontrado [M]: 419,9874.

IR (KBr): vmax 3419 (OH); 1596 (C=N); 1465 (Nf) 1364 (NQ); 1365 (SQ); 1177
SO) cmt.

Andlisis elemental (Ci3H14BrN3OgS). Calculado: C (37,15); H (3,35); N (9,99).
Encontrado: C (37,39); H (3,32); N (9,81).

4.2.2.3. Tosilato de 3-(4-bromo-H-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-iloxi)propilo
(7b)

A una disolucion de30 (1,2 g; 2,85 mmol) en DCM anhidro (78 mL) bajo
atmosfera de argon, se le afadid6 PPTS (0,89 g; rBrddl) y 3,4-dihidro-Bi-pirano
(0,74 g; 8,83 mmol). La reaccion se agito a 0 °@udle 22 horas y pasado este tiempo
se evaporoé el disolvente a presion reducida y gdesmtura ambiente. El residuo se
cromatografié sobre gel de silice eluyendo con Awi@xano 6:4 obteniéndose el
sélido amarillenta’b (1,0 g, 68%) como una mezcla de diastereisémelfios 1

Rendimiento: 68% Br
Rf HexiacoEt 6:45 0,44 N; ! OTHPOTS
P.f.: 120,0-122,3 °C O,N
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4.3. Sintesis del precursor de FMISO dibromado 34 partir del diol 25

4.3.1. 3-(4,5-dibromo-H-2-nitroimidazol-1-il)propano-1,2-diol (34)

Una disolucion de diok5 (1,56 g; 8,38 mmol) yN-bromoftalimida (7,57 g;
33,53 mmol) en DMF anhidra (5 mL) se agité durdkehoras a 10 °C bajo atmdsfera
de argon. EIl disolvente se evapord, se afadio Mé&@H (20 mL) y se filtro el
precipitado blanco formado. Se concentro el fillradsequedad y el residuo se purifico
mediante cromatografia en columna de gel de slicgendo con hexano/AcOEt (1:1),
obteniéndose el solido amaridd (1,03 g, 36%).

. T
Rendimiento: 36% >:< O
Rf(Hex/AcOEt 21§ 0,26 NYN
P.f.: 98-100 °C NO,

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 4,70 (d, 2H, = 5,9 Hz, CH-Im); 3,95 (q, 1HJ = 5,9
Hz, CH-OH); 3,62 (dd, 2H] = 5,9 Hz,J = 3,9 Hz, CH-OH) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CROD): § 117,5 (C%); 114,5 (C4,); 71,3 (CH-OH); 65,1 (CH
OH); 53,8 (CH-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado paraCgHgBroNsO, [M]*: 343,8876;
Encontrada [M]: 343,8847.

IR (KBr): vmax3392 (OH): 2933; 1543 (C=N); 1478 (NO1363 (NQ) cmi™.
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4.3.2. Tosilato de 3-(4,5-dibromo-H-2-nitroimidazol-1-il)-2-hidroxipropilo (35)

Una disolucion de34 (0,905 g; 2,64 mmol) en MeCN anhidro (40 mL) se le
afadié cloruro dep-toluensulfonilo (0,503 g; 2,64 mmol), trietilamir@,268 g; 2,64
mmol) y BuSnO (0,013 g; 0,052 mmol) bajo atmésfera de argoseyagitdé a
temperatura ambiente durante 24 horas. Pasadbtessp® se concentré a sequedad y el
residuo se disolvio en DCM (20 mL), se filtr6 ylagd con NaCl saturado (2 x 10 mL).
La fase acuosa se extrajo con DCM (3 x 10 mL),asebinaron las fases organicas y se
secaron sobre N80, anhidro, se filtré y se concentré a sequedaduRiono el residuo
se purificd por cromatografia en columna de gesitlee eluyendo con hexano/AcOEt
(8:2), seguido de hexano/AcOEt (6:4). Se obtuvealido amarillent®5 (0,67 g, 51%)

como un Unico regioisémero.

Br
Rendimiento: 51% N&(Br OH
Rf (HewacoEt 6:4) 0,50 or: N\)\/OTS
P.f.: 44-46 °C 2

'H-RMN (300 MHz, CDCY): § 7,84 (d, 2H, = 8,0 Hz, H19; 7,48 (d, 2H, = 8,0 Hz,
Hm1o; 4,62 (M, 2H, CkHm); 4,11 (s, 3H, CH-OH, CH-OTSs); 2,50 (s, 3H, CH
ppm.

3C-RMN (75 MHz, CRROD): 5 146,8 (C4J); 133,9 (C%s); 131,1 (2C; C3); 129,1
(2C; C2y); 117,6 (CHy); 114,6 (C4y); 72,1 (CH-OH); 68,3 (CHOTS); 52,8 (CH-Im);
21,6 (CH) ppm.
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HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCisH14BroN:OsS [M]*: 497,8965;
Encontrado [M]: 497,8991.

IR (KBI): vmax 3413 (OH); 1597 (C=N); 1474 (N{) 1362 (NQ); 1175 (SQ) cmi™.

Andlisis elemental (C13H13Br.N30S). Calculado: C (31,28); H (2,65); N (8,42); S
(6,42); Encontrado: C (31,39); H (2,67); N (8,63)6,49).

4.3.3. Tosilato de 3-(4-bromo-Hi-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-iloxi)propilo
(7c)

Una disolucién de35 (0,62 g; 1,25 mmol) en DCM anhidro (35 mL) bajo
atmésfera de argon, se le afiadio PPTS (0,38 gminBl) y 3,4-dihidro-21-pirano
(0,34 g; 3,75 mmol). La reaccion se agité a 0 °@udke 4 horas y pasado este tiempo se
evaporo el disolvente a presion reducida y a teatpexr ambiente. El residuo se
purificd por cromatografia en columna de gel deesikluyendo con AcOEt/hexano
(4:6), obteniéndose un aceite que se triturd cetil diter para dar un sélido amarille
(0,50 g, 69%).

Rendimiento: 69%

Rf HexacoEt 6:4: 0,54 7\/N OTs
P.f.. 51,0-53,0 °C O2N

'H-RMN (300 MHz, CDC}): § 7,78 (d, 2H, = 8,3 Hz, H.1s dias. A+B); 7,36 (d, 2H,
J = 8,3 Hz, K15 dias. A+B); 4,66 (m, 2H, Fryp, CH-Im, dias. A+B); 4,36-3,95 (m,
4H, CH-Im + CH-OTHP + CH-OTs dias. A+B); 3,67-3,27 (m, 1Hghp, dias. A+B);
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3,13 (m, 1H, H1hp, dias. A+B); 2,45 (s, 3H, GHdias. A+B); 1,54-1,18 (m, 6H,44s.
THP, dias. A+B) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CDCH): § 145,8; 145,4; 132,4; 132,2; 131,8; 130,0 (2C);,227
(2C); 101,3; 97,5; 74,7; 70,6; 67,9; 63,9; 62,95550,5; 30,3; 24,7; 21,7; 20,2; 19,2
ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCigH2:BroNsO;S [M]*: 581,9540;
Encontrado [M]: 581,9545.

IR (KBN): vimax 3435 (OH): 2945: 1597 (C=N); 1545; 1474 (NO1363 (NQ); 1176
(SO, cm™.

Andlisis elemental (C1gH21Br,N30;S). Calculado: C (37,06); H (3,62); N (7,20); S
(5,49); Encontrado: C (37,13); H (3,63); N (7,25)5,67).

4.4. Reaccion de acoplamiento C-C de Suzuki-Miyaura

4.4.1. A partir del diol 33b

4.4.1.1. Procedimiento General

Método A: Una disolucion dd3b, PhB(OH) y K,COs; en acetona/tD (1:0,6)
se desoxigend mediante tres ciclos de congela@éimrvdescongelacion bajo atmosfera
de argon. A continuacion se afiadié una disoluc&Pd(OAc) (9,8 mM) en acetona a
la que previamente se habian hecho tres ciclo®uigetacion-vacio-descongelacion, y

se dejo agitando a 65 °C. A las 15 y 24 horas decién se afadieron dos nuevas
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porciones de la disolucion de Pd(OA¢D,8 mM) en acetona y la reaccién se dejo
agitando 48 horas. El disolvente se evapord a seguese afadio AcOEt y el
precipitado formado se filtro a través de celitefilEado se concentré a sequedad y el

residuo se purifico por cromatografia en columngelale silice.

Método B?*” Una disoluciéon de33b, PhB(OH), Pd(OAcY y NaHCQ en
acetona-bHO (1:0,6) se desoxigend mediante tres ciclos degelanion-vacio-
descongelacion y se calent6é a 100 °C en microchatante 10 minutos bajo atmaosfera
de argon. Pasado este tiempo el disolvente se gvamequedad, se afiadido AcOEt y el
precipitado se filtré a través de celita. El fittoase concentré a sequedad y el residuo se
purificd por cromatografia en columna de gel desiluyendo con DCM/ACOEt (2:8)
seguido de una cromatografia por HPLC preparativdfase reversa C18 con una
mezcla MeOH/HO (7:3).

4.4.1.1.1. 3-(4-fenil-H-2-nitroimidazol-1-il)propano-1,2-diol (33d)

Siguiendo el método B, a partir 88b (0,580 g, 2,18 mmol), PhB(OKJ0,667
g, 5,47 mmol), NaHC®(1,098 g, 13,08 mmol) y Pd(OAd)0,080 g, 0,33 mmol) en
una mezcla de acetona®l (8,70 mL/5,40 mL) sebtuvo33d (0,290 g; 51%) como un

aceite amarillento.

OH
Rendimiento: Método A: 30%, Método B: 51% N}\N/\f
Rfocmiacoet 2:85 0,41

Z7TWallow, T. I.; Novak, B. MJ. Org. Chem1994 59, 5034-5037.
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'H-RMN (200 MHz, CXOD): § 7,85 (dd, 2H,J = 8,0 Hz,J = 1,7 Hz, H.pp); 7,85 (s,
1H, Hs.im); 7,55-7,31 (m, 3H, Kp-ry; 4,80 (dd, 1HJ = 13,6 Hz,J = 3,4 Hz, CH-Im);
4,42 (dd, 1HJ = 13,6 Hz;J = 8,5 Hz, CH-Im); 4,06-3,97 (m, 1H, CH-OH); 3,60 (m,
2H, CH-OH) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CQOD): & 140,9 (C2.); 134,4 (C}y); 133,2 (C4y); 129,9 (2C;
C3pn); 129,3 (CHy); 126,3 (2C; CRy); 125,1 (C4); 71,6 (CH-OH); 64,8 (CHOH);
54,0 (CH-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ealculado par&;,H14N304[M] *: 264,0984; Encontrado
[M]*: 264,1000.

Analisis elemental (Ci2H13N3O4). Calculado: C (54,75); H (4,97); N (15,96).
Encontrado: C (54,65); H (4,85); N (15,92).

4.4.1.1.2. 3-(3-clorofenil-H-2-nitroimidazol-1-il)propano-1,2-diol (33e)

Siguiendo el método B, a partir d28b (0,163 g, 0,61 mmol), acido 3-
clorofenilborénico (0,240 g, 1,53 mmol), NaHg®,307 g, 3,66 mmol) y Pd(OAc)
(0,022 g, 0,091 mmol) en una mezcla de acetos@=,60 mL/1,60 mL) se obtugBe
(0,025 g, 15%) como un aceite amarillento.

OH
Rendimiento: 15% Né\N/\F

Rfbcwiacokt 2:85 0,40
cl
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'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,92 (s, 1H, Bm); 7,91 (b 1H,J = 1,3 Hz, H.a);
7,78 (dtp, 1H,J=7,6 Hz,J = 1,3 Hz, H.a); 7,45 (kp 1H,J = 8,4 Hz, H.A); 7,3 (dtp,
1H,J=8,2 Hz,J=1,2 Hz, H.A); 4,80 (ddJ = 13,8 Hz;J = 3,6 Hz, 1H, CkIm); 4,43
(dd, 1H,J = 13,8 Hz;J = 8,5 Hz, CH-Im); 4,06-3,99 (m, 1H, CH-OH); 3,62 (t, 2H,
CH,-OH) ppm.

13C-.RMN (75 MHz, C:OD) 6 139,3; 135,9; 135,4; 131,4; 129,1; 126,1; 125 5;
71,5; 64,7; 53,9 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCisH13CIN3O; [M]™: 298,0595;
Encontrado [M]: 298,0595.

IR (KBr): vimax3365; 2917; 1531; 1480; 1440; 1418; 1340; 1263; 839 cm™.
4.4.1.1.3. 3-(4-4"-bifenil-H-2-nitroimidazol-1-il)propano-1,2-diol (33h)

Siguiendo el método B, a partir d#8b (0,170 g, 0,64 mmol), acido 4-
bifenilborénico (0,317 g, 1,60 mmol), NaHG®0,322 g, 3,84 mmol) y Pd(OAc)

(0,023 g, 0,096 mmol) en una mezcla de acetoi@-(2,60 mL/1,60 mL) se obtuvo

33h (0,030 g) como un aceite amarillento.

Rendimiento: 14%

Rfocwacokt 2:85 0,40 O

230



Parte experimental

'H-RMN (200 MHz, CROD): § 7,92 (d, 2H,J = 8,5 Hz, Hs.a); 7,89 (S, 1H, klm);
7,68 (M, 4H, He > o-a); 7,43 (M, 3H, W 4 5-); 4,80 (dd, 1H,) = 13,6 Hz,J = 3,4 Hz,
CHy-Im); 4,42 (dd, 1H,) = 13,6 Hz,J = 8,5 Hz, CH-Im); 4,07—4,01 (m, 1H, CH-OH);
3,63 (dd, 2H,) = 4,2 Hz,J = 1,3 Hz, CH-OH) ppm.

3C-RMN (50 MHz, CQROD): § 139,7; 139,2; 138,1; 129,7; 127,3 (2C); 126,0 (2C)
125,8 (2C); 125,2 (2C); 124,2; 122,6; 69,1; 62B5Fpm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ealculado par&igH1gN:04[M] *: 340,1297. Encontrado
[M]™: 340,1305.

Andlisis elemental (CigH17N3O4). Calculado: C (63,71); H (5,04); N (12,38);
Encontrado: C (63,46); H (4,88); N (12,30).

4.4.2. Sintesis de precursores lipéfilos de FMISO ediante reaccion Suzuki-

Miyaura a partir del bromoderivado 7b

4.4.2.1. Procedimiento General

Método A%*" Una disolucién d&’b, &cido borénico y KCO; en acetona/tD
1:0,6 se burbuje6 bajo argon. Se aplicaron tredoxide congelacién-vacio-
descongelaciéon y se afiadié una disolucién de Pd@QB@E mM) en acetona a la que
previamente se habian hecho tres ciclos de con@elaacio-descongelacion y la
mezcla se dejo agitando a 65 °C. Transcurridas 2% horas de reaccion se afiadié una

nueva porcion de la disolucion de Pd(OAeh acetona. A las 48 horas de reaccion el

7 Wallow, T. I.; Novak, B. MJ. Org. Chem1994 59, 5034-5037.
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disolvente se evapord a sequedad, se afiadié Ac@Bprgcipitado formado se filtré a
través de Celita. El filtrado se concentr6 a seqdey el residuo se purificG por

cromatografia en columna de gel de silice.

Método B: Una disolucion déb, acido boronico (2,5 eq.),.KO; (6 eq.) y
Pd(OAc) (15% en mol) se disolvié en acetongzHL:0,6 bajo atmdsfera de argon, y se
aplicaron tres ciclos de congelacion-vacio-desdag. A continuacion se calento a
65 °C en microondas durante 10 minutos. Pasaddiestpo el disolvente se evaporo a
sequedad, se afiadi6 AcOEt y el precipitado formseldiltré a través de Celita. El
filtrado se concentrd a sequedad y el residuo séiqgdupor cromatografia en columna

de gel de silice.

4.4.2.1.1. Tosilato de 3-(4-fenilH-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-iloxi)propilo
(7d)y 81

Siguiendo el método A, a partir @b (0,300 g, 0,59 mmol), PhB(OHK(0,179 g,
1,47 mmol), KCO; (0,584 g, 3,54 mmol) y Pd(OAcgn acetona (3 x 6,6 mg/3 mL) en
una mezcla de acetona® 1:0,6 (2,40 mL/1,50 mL). Se eluyé con CHBELOEt
(94:6) para dard como un aceite amarillento84 (0,03 g) como un sélido blanco. El
aceite se triturdé en dietil éter y se filtr6 patatemer7d (0,207 g) como un solido

amarillento que consistia en una mezcla de diastexs 77:23.
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Rendimiento (7d) Método A: 69% ozr\i\ o
Método B: 34% N e

Rf(cHcracoet 94:65 0,40 6

P.f.. 52,5-53,7 °C

'H-RMN (500 MHz, CDC}): 8 7,80 (m, 4H, Hrs+ Hopr); 7,43-7,39 (M, 2H, Hr9);
7,38 (s, 1H, Bim); 7,33-7,30 (m, 3H, Rpent+ Hp-py); 4,83 (dd, 1H) = 14,0 HzJ = 3,6
Hz, CHy-Im, dias. A); 4,73 (dd, 1H] = 14,0 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im, dias. B); 4,54 (m,
1H, Hy-typ, dias. B); 4,49 (dd, 1H] = 14,0 Hz,J = 7,3 Hz, CH-Im, dias B); 4,40 (dd,
1H,J = 14,0 HzJ = 7,3 Hz, CH-Im dias A); 4,30-4,28 (m, 2H, Hup dias. A + CH-
OTHP, dias. B); 4,23 (dd, 1H,= 10,0 Hz,J = 2,8 Hz, CH-OTs, dias A); 4,17 (dd, 1H,
J=10,0 HzJ = 2,8 Hz, CH-OTs, dias B); 4,10-4,00 (m, 3H, CH-OTHP, dias. A +
CH,-OTs dias. A+B); 3,63 (m, 1H, &ryp, dias. A); 3,33 (m, 1H, ke, dias. A); 3,24
(m, 1H, H.typ, dias. B); 3,15 (m, 1H, &rup, dias. B); 2,44 (s, 3H, CGHdias. A+B);
1,75-1,25 (m, 6H, bls 5.1hp dias. A+B)ppm.

3C-RMN (75 MHz, CDC}): § 145,4; 144,6; 140,6; 132,1; 131,3; 130,0 (2C);,828
(2C); 128,6; 128,0 (2C); 127,9; 125,3 (2C); 123,182,45; 100,8; 96,7; 94,6; 74,1;
70,2; 68,8; 67,0; 63,0; 62,9; 51,0; 50,5; 30,40304,9; 24,7; 21,6; 19,3 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para Cy4H2eN30;S [M]*: 502,1648;
Encontrada [M]: 502,1630.

IR (KBF): vimax 3449 (OH): 1537 (C=N): 1483 (N{) 1362 (NQ); 1264 (SQ); 1177
(SO, cm™.
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Andlisis experimental (Cy4H,7N30;S). Calculado: C (57,47); H (5,43); N (8,38); S
(6,39); Encontrado: C (57,43); H (5,41); N (8,38)(6,35).

Rendimiento (81) Método A: 30%

RfcHcwacoet 9a:65 0,60

P.f.. 68-70 °C (EtOH)(L#*® 68,5 °C)

'H-RMN (300 MHz, CDCY): § 7,57 (d, 4H,) = 8,3 Hz, He 6); 7,43 (t, 4HJ = 7,9
Hz, Hss39: 7,33 (d, 2H,) = 7,6 Hz, H4) ppm.

4.42.1.2. Tosilato de 3-(4-3-clorofenil-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-
iloxi)propilo (7€) y 82

Siguiendo el método A, a partir déb (0,300 g, 0,59 mmol), &cido 3-
clorofenilborénico (0,232 g, 1,48 mmol),&O; (0,584 g, 3,54 mmol) y Pd(OAcEn
acetona (3 x 6,6 mg / 3 mL) disueltos en acetos@/#:0,6 (2,40 mL/1,50 mL). Se
eluyd con CHGJACOEt (94:6) para obtenéfe como un aceite amarillento82 (0,05
g) como un solido blanco. El aceite se triturd mtildéter y se filtr6 para dafe (0,174

g) como un solido amarillento que consistia enmeacla de diasteredmeros de 55:45.

Rendimiento (7e) Método A: 55%
Método B: 17% >/\N/\(\OTS

RfcHcracoet 9465 0,41
P.f. 53,2-55,3°C cl

238 Mukhopadhyay, S.; Rothenberg, G.; Gitis, D.; Sas¥0J. Org. Chen200Q 65, 3107-3110.
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'H-RMN (300 MHz, CDC}): & 7,78 (m, 3H, Hrs+ Haa); 7,60 (d, 1HJ = 6,9 Hz, H.
ar); 7,44 (s, 1H, Him dias A); 7,38 (s, 1H, Hn, dias B); 7,33 (m, 4H, Hrts+ Hs6.a);
4,83 (dd, 1HJ = 14,1 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im, dias. A); 4,73 (dd, 1H] = 14,1 HzJ =
3,6 Hz, CH-Im, dias. B); 4,50-4,05 (m, 5H,2Hup+ CHy-Im + CH-OTHP + CH-OTs,
dias. A+B); 3,67-3,60 (m, 1H, ¢+np, dias. A); 3,36-3,16 (m, 3H,gHnp, dias. A+B);
2,43 (s, 3H, CHl dias. B); 2,42 (s, 3H, CHdias. A); 1,66-1,18 (m, 6H, 3 5.ty dias.
A+B) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CDC}): & 145,5; 144,8; 139,0; 134,9; 133,3; 133,1; 1323),1
(2C); 128,5 (2C); 128,0; 125,4; 123,3; 122,7; 7%0;2; 68,7; 67,0; 63,1; 62,9; 51,1;
50,5; 30,4; 30,1; 24,9; 24,7; 21,6; 19,4, 19,3 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCysH,7CIN3O;S [M]": 536,1253;
Encontrado [M]: 536,1250.

IR (KBF): vmax 3444 (OH); 2945, 1538 (C=N); 1486 (N01361 (NQ); 1284 (SQ);
1176 (SQ); 985, 778, 664 ch

Rendimiento (82) Método A: 31% cl cl

Rf cHcwacoet 94:6) 0,62

P.f. 28-29 °C (Lit*® 29 °C)

'H-RMN (300 MHz, CDCY): § 7,52 (s, 2H, H2); 7,42 (m, 2H, He); 7,36 (t, 2H,J =
7,6 Hz, H5); 7,32 (d, 2HJ = 6,9 Hz, H 4) ppm.

#%Chiou, C. T.; Schmedding, D. W.; Manes, Ehviron. Sci. TechnoR005 39, 8840-8846.
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13C-RMN (75 MHz, CDC}): 6 141,5 (2C, C1,), 134,7 (2C, C5,5); 130,1 (2C, C3,3");
127,8 (2C, C6,67); 127,2 (2C, C4,4°); 125,2 (2C,XPppm.

4.42.1.3. Tosilato de 3-(4-4-metilfenill-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-
iloxi)propilo (7f) y 83

Siguiendo el método A, a partir déb (0,300 g, 0,59 mmol), acido 4-
metilfenilborénico (0,202 g, 1,48 mmol),,&0; (0,584 g, 3,54 mmol) y Pd(OAcEn
acetona (3 x 6,6 mg / 3 mL) disueltos en de acéthanl:0,6 (2,40 mL/1,50 mL). Se
eluyd con CHGJACOEt (94:6)obteniéndos&f como un aceite amarillento88 (0,03
g) como un sdlido blanco. El aceite se trituro gildéter y se filtré para datf (0,200

g) como un solido amarillento que consistia enmeacla de diastereémeros 77:23.

Rendimiento (7f) Método A: 66%
Método B: 65% — OTHP

Rf chewiacoet 9a:65 0,40
P.f.: 56,9-58,7 °C

'H-RMN (200 MHz, CDCY): 6 7,79 (d, 2HJ = 8,1 Hz, H.1s dias A); 7,77 (d, 2H) =

8,1 Hz, Hs dias B); 7,62 (m, 2H, Ha,, dias A+B); 7,36 (s, 1H, H, dias A+B); 7,35
(m, 2H, H.ar, dias A+B); 7,20 (d, 2HJ = 8,1 Hz, H,.1s dias A); 7,18 (d, 2HJ = 8,1
Hz, Hy.ts dias B); 4,84-4,65 (m, 1H, GHm, dias A+B); 4,51-4,05 (m, 5H, Hup,

CHy-Im + CH-OTHP + CH-OTs, dias. A+B); 3,85-3,10 (m, 2H,shkp, dias. A+B);
2,43 (s, 3H, Chl dias. A+B); 2,35 (s, 3H, CHidias. A+B); 1,62-1,20 (m, 6H,34 5.1HR

dias. A+B) ppm.
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3C-RMN (75 MHz, CDC}): & 145,3; 140,7; 132,1; 129,9 (2C); 129,5 (2C); 128,4
128,1 (2C); 125,2 (2C); 122,8; 122,1; 100,8; 964;2; 70,3; 68,9; 68,1, 67,1; 63,0;
62,5; 52,1; 51,0; 50,5; 30,4; 30,0; 24,9; 24,87221,3; 19,3; 19,2 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para CssHzN3O,S [M]™: 516,1804;
Encontrado [M]: 516,1716.

IR (KBr): vnax 3448; 2946; 2365; 1598; 1537; 1480; 1363; 126Z71dm".

Andlisis elemental(C,sH29N307S) Calculado: C (58,24); H (5,67); N (8,15); S ;2
Encontrado: C (58,17); H (5,84); N (8,25); S (6,00)

Rendimiento (83) Método A: 30%

RfcHcwacoet 94:65 0,60

P.f. 107-109 °C (L#*° 122 °C)

IH-RMN (300 MHz CDCY): § 7,47 (d, 4H.J = 7,9 Hz, H. 2 6): 7,22 (d, 4H) = 7,9
Hz, H3,5,3',5); 2,83 (S, 6H, Cb‘) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CDCH}): & 138,2 (C1,1°), 136,6 (C4,4°); 129,4 (C3,5,3',496,8
(C2,6,2°,67); 21,1 (CH3) ppm.

290 castro, C. E.; Andrews, L. J.; Keefer, R. MAm. Chem. So&958 80, 2322-2326.
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4.42.1.4. Tosilato de 3-(4-4’-metoxifenilfd-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-
iloxi)propilo (7g) y 84

Siguiendo el método A, a partir déb (0,300 g, 0,59 mmol), acido 4-
metoxifenilborénico (0,226 g, 1,48 mmol),®O; (0,584 g, 3,54 mmol) y Pd(OAcen
acetona (3 x 6,6 mg / 3 mL) disueltos en acetos@/H:0,6 (2,40 mL/1,50 mL). Se
eluyo con CHGJACOEt (94:6) para darg como aceite amarillento84 (0,02 g) como
un solido blanco. El aceite se triturd en dietdrét se filtr6 obteniéndoséy (0,225 g)

como un sdlido amarillento que consistia en unactaate diastereisomeros de 80:20.

O,N
N)/\N/\(\OTS
Rendimiento (7g) Método A: 71% _ 5THP
Rf cHeriacoet 9a:65 0,40
P.f. 49,8-51,1°C )

'H-RMN (500 MHz, CDCG)): 6 7,79 (dt, 2HJ = 8,4 Hz,J = 1,8 Hz, H.19; 7,69 (dt,
2H,J=8,8 Hz,J=2,1 Hz, H.A); 7,32 (d, 2HJ = 8,4 Hz, H.19; 7,29 (s, 1H, B m);

6,92 (dt, 2H,J = 8,8 Hz,J = 2,1 Hz, Kh-A1); 4,79 (dd, 1HJ = 14,1 HzJ = 3,8 Hz, CH-

Im, dias. A); 4,68 (dd, 1H] = 14,1 Hz,J = 2,8 Hz, CH-Im, dias. B); 4,52 (m, 1H, H
hp, dias. B); 4,44 (dd, 1H| = 14,1 Hz,J = 7,4 Hz, CH-Im, dias. B); 4,38 (dd, 1H] =

14,1 Hz,J = 7,4 Hz, CH-Im, dias. A); 4,28 (m, 2H, ¥yp, dias. A, CH-OTs dias.B);
4,21 (dd, 1HJ = 9,6 Hz,J = 2,4 Hz, CH-OTs, dias. A); 4,14 (m, 4H, GHDTs, CH-
OTHP dias. A+B); 3,82 (s, 3H, GFD, dias. A+B); 3,63 (m, 1H, &yp, dias. A); 3,56
(m, 1H, H.yp, dias. A); 3,26 (m, 2H, &rup, dias. B); 2,42 (s, 3H, GHidias. A+B);
2,02-1,35 (m, 6H, Bl 5-thp dias. A+B)pm.
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13C-RMN (75 MHz CDCH): & 159,9; 145,3; 144,4; 140,6; 132,1; 129,9 (2C);,028
(2C); 126,6 (2C); 123,9; 121,7; 114,2 (2C); 100/8;1; 68,8; 65,8; 62,9; 55,3; 50,4;
30,4; 24,9; 21,6; 19,3; 15,2 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para CssHzoN30sS [M]™: 532,1754;
Encontrado [M]: 532,1755.

IR (KBr): vnax 3445; 2946; 1615; 1538; 1480; 1410; 1251; 1178.cm

Andlisis elemental (CzsHo9N3OgS).Calculado: C (56,48); H (5,49); N (7,90);
Encontrado: C (56,43); H (5,39); N (7,77).

Rendimiento (84) Método A: 15%

/
Rf(cHcwacoet 94:65 0,60 /OO

P.f. 165-167 °C (L#&*' 178-180 °C)

'H-RMN (300 MHz, CDCY): 7,46 (dd, 4H,) = 6,6 Hz,J= 2,3 Hz, H 2 6); 6,93 (d,
4H,J=6,6 Hz, H 53 5); 3,83 (s, 6H, Ck) ppm.

4.4.2.1.5. Tosilato de 3-(4-bifenilH-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-iloxi)propilo
(7h) y 85

Siguiendo el método A, a partir déb (0,300 g; 0,59 mmol), acido
bifenilboronico (0,294 g, 1,48 mmol),.RO; (0,584 g, 3,54 mmol) y Pd(OAcknN
acetona (3 x 6,6 mg / 3 mL) disueltos en acetosa/H:0,6 (2,40 mL/1,50 mL). Se

21 Tsai, F. Y.; Lin, B. N.; Chen, M.; Mou, C. Y.; Li®. T.Tetrahedron2007, 63, 4304-43009.
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eluydé con CHGJACOEt (96:4) para darh como un aceite amarillento86 como un
sélido blanco. El aceite se trituré en dietil éese filtr6 obteniéndos&h (0,392 g)

como un sdlido amarillento que consistia en unactaate diasteredmeros de 60:40.

O,N

N}\N/\(\OTS

Rendimiento (7h)Y Método A: 68% _— OTHP

Método B: 63% O

Rf(cHcracoEt 94:65 0,40

P.f.: 63,5-65,7 °C O

'H-RMN (500 MHz, CROD): § 7,81 (m, 4H, H ¢.ar Ho.ts dias A+B); 7,61 (m, 4H,
H26.ar, H3 5.ar, dias A+B); 7,51 (s, 1H, Hn, dias. A); 7,47 (m, 2Hl3 5.4, dias A+B);
7,46 (s, 1H, |y, dias. B); 7,34 (m, 3H, Hrs Ha-ar, dias A+B); 4,88 (dd, 1H] = 14,0
Hz,J = 3,5 Hz, CH-Im, dias A); 4,78 (dd, 1H] = 14,0 Hz,J = 3,5 Hz, CH-Im, dias.
B); 4,57 (m, 1H, Hryp, dias. B); 4,52 (dd, 1H] = 14,1 Hz,J = 7,3 Hz, CH-Im, dias.
B); 4,45 (dd, 1H,J = 14,1 Hz,J = 8,4 Hz, CH-Im, dias. A); 4,34 (m, 2H, Hrp, dias.
A, CH-OTHP, dias. B); 4,27 (dd, 1H,= 9,9 Hz,J = 2,9 Hz, CH-OTs, dias. A); 4,22
(dd, 1H,J = 11,0 Hz,J = 4,2 Hz, CH-OTs, dias. A); 4,17-4,07 (m, 3H, CH-OTHP,
dias. A, CH-OTs, dias. B); 3,68 (m, 1H,sHyp, dias. A); 3,36 (m, 1H, &ryp, dias. A);
3,27 (m, 1H, Hqup, dias. B); 3,21(m, 1H, e, dias. B); 2,42 (s, 3H, GHidias.
A+B); 1,64-1,16 (m, 6H, Bl 5.-thp dias. A+B)pm.

3C-RMN (75 MHz, CRROD): § 145,4; 141,4; 140,3; 132,1; 130,3; 130,0 (2C);,828
(2C)); 128,1 (2C); 127,9; 127,5 (2C); 126;9 (2Q5 Y (2C); 123,2; 122,5; 74,2; 70,2,
68,8; 67,1; 63,0; 62,7; 51,1; 50,5; 30,4; 30,1,9224,8; 21,7; 19,4; 19,3 ppm.
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HRMS (TOF-APCI-POS): ml/e calculado para CsoH3N30,S [M]™: 578,1955;
Encontrado [M]: 578,1971.
IR (KBr): vmax 3434; 2945; 1598; 1535; 1478; 1420; 1364; 1176; 986 cn.

Analisis elemental(CsoH3:N30;S). Calculado: C (60,74); H (5,64); N (7,50); S7&;
Encontrado: C (60,62); H (5,43); N (7,34); (S (5,59

Rendimiento (85) Método A: 20%

Rf(cHcracoet 94:65 0,60 O O O O

P.f.. > 300 °C (Lit**318-320 °C)

'H-RMN (300 MHz, CDC}): § 7,70 (m, 2H); 7,65 (m, 2H); 7,59 (m, 5H); 7,42 @H);
7,34 (m, 3H) ppm.

4.4.2.1.6. Tosilato de 3-(4-2'-naftil-l-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-
iloxi)propilo (7i) y 86

Siguiendo el método A, a partir déb (0,300 g, 0,59 mmol), acido 2-
naftilborénico (0,202 g, 1,48 mmol), ,RO; (0,584 g, 3,54 mmol) y Pd(OAckn
acetona (3 x 6,6 mg / 3 mL) que se disolvié enmeacla de acetonaB 1:0,6 (2,40
mL/1,50 mL). Se eluyé con CHEACOEt (96:4) para dafi como un aceite amarillento
y 86 (0,04 g) como un sélido blanco. El aceite se thitein dietil éter para dai (0,146

g) como un solido amarillento que consistia enmeacla de diasterebmeros de 63:37.

242 Cheng, J. W.; Luo, F. TTetrahedron Letl.988 29, 1293-1294.
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Rendimiento (7i). Método A: 45% )/\N/\(\OTS
Método B: 44% = OTHP

RfcHcracoet 94:65 0,39

P.f. 50-52,5 °C O

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 8,31 (s, 1H, Ha, dias A+B); 7,82 (m, 6H, ks Hz.4-
s.g-.ar, dias A+B); 7,55 (s, 1H, Hm dias A); 7,48 (m, 3H, K dias B,Hs 7.ar, dias
A+B): 7,32 (dd, 2H,J = 7,9 Hz,J = 4,4 Hz, H..1s dias A+B); 4,86 (dd, 1H] = 14,0 Hz,
J = 3,5 Hz, CH-Im dias A); 4,77 (dd, 1HJ) = 14,0 Hz,J = 3,5 Hz, CH-Im dias B);
4,54-4,02 (m, 5H, bryp+ CHy-Im + CH-OTHP + CH-OTs, dias. A+B); 3,67-3,17 (m,
2H, Hstyp, dias. A+B); 2,44 (s, 3H, CHlias. A); 2,41 (s, 3H, CHdias. B); 1,59-1,16
(m, 6H, K 45.thR dias. A+B)ppm.

3C-.RMN (75 MHz, CXOD): 6 145,4; 140,5; 133,4; 132,2; 130,1 (2C); 129,9;,528
128,2; 128,0 (2C); 127,9; 127,7; 126;6; 126,2; 82224,3; 123,5; 122,9; 122,8; 100,9;
96,5; 74,1; 70,2; 68,8; 67,0; 63,0; 62,6; 51,15530,4; 30,0; 24,9; 24,8; 21,7; 19,3;
19,2 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): ml/e calculado para CogHzoN3O,S [M]™: 552,1799;
Encontrado [M]: 552,1778.

IR (KBI): vmax 3434; 2944; 1597; 1535; 1479; 1414; 1363; 126361dm".

Andlisis elemental(CygH29N30;S). Calculado: C (60,96); H (5,29); N (7,61); S8(;
Encontrado: C (60,93); H (5,50); N (7,69); S (5,84)
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Parte experimental

Rendimiento (86) Método A: 25%

Rf(cHcracoet 94:65 0,61 O O

P.f. 185-186 °C (L#** 184-185 °C)

'H-RMN (300 MHz, CDCY): 5 8,16 (s, 2H, Hl1); 7,98-7,84 (m, 8H, blsss 4 59;
7,55-7,48 (m, 4H, bl7,6'7) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CDC}): 6 138,3 (2C, G>), 133,6 (2C, Gusa); 132,6 (2C, Gusa);
128,5 (2C, G4); 128,2 (2C, @g); 127,6 (2C, G5); 126,3 (2C, &7); 126,0 (2C, &1);
125,9 (2C, G¢); 125,6 (2C, G3) ppm.

4.4.2.1.7. Tosilato de 3-(4-3',4'-diclorofenil-i-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-1-
iloxi)propilo (7)) y 87

Siguiendo el método A, a partir d&b (0,300 g, 0,59 mmol), acido 3,4-
diclorofenilborénico (0,284 g, 1,48 mmol),®O; (0,584 g, 3,54 mmol) y Pd(OAcgn
acetona (3 x 6,6 mg / 3 mL) disueltos en acetosa/H:0,6 (2,40 mL/1,50 mL). Se
eluyd con CHGJACOEt (96:4) para darj como un aceite amarillento8y7 (0,12 g)
como un solido blanco. El aceite se tritur0 enildéer y se filtr6 obteniéndosé)
(0,170 g) como un sélido amarillento que consistiamezcla de diastereémeros de
62:38.

23 Hauptmann, H.; Walter, W. F.; Marino, &.Am. Chem. So&958 80, 5832-5835.
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Parte experimental

O,N
Rendimiento (7j): Método A: 50% ore
endimiento (7j): Método A: 50% N)/:N/\QIP

Método B: 31%
Rf(crcwacoet 9a:65 0,40 Cl
P.f.: 50-52 °C cl

'H-RMN (500 MHz, CDC}): 6 7,89 (d, 1H,J = 1,9 Hz, H.A dias A); 7,88 (d, 1HJ =
2,9 Hz, H.a, dias B); 7,79 (d, 2HJ = 8,2 Hz, H.1s dias A); 7,78 (d, 2HJ = 8,2 Hz,
Ho-ts dias B); 7,59 (dd, 1H] = 8,4 Hz,J = 2,0 Hz, H_4,, dias A); 7,58 (dd, 1H] = 8,4
Hz,J = 2,0 Hz, H_4,, dias B); 7,46 (d, 1H] = 8,4 Hz, K., dias A); 7,45 (d, 1H) = 8,4
Hz, Hs.ar, dias B); 7,44 (s, 1H, Hn, dias A); 7,40 (s, 1H, € dias B); 7,36 (d, 2H]
= 8,2 Hz, H.1s dias A); 7,35 (d, 2HJ = 8,2 Hz, H,1s dias B); 4,84 (dd, 1H] = 14,1
Hz,J = 3,8 Hz, CH-Im, dias. A); 4,73 (dd, 1H] = 14,1 Hz,J = 3,5 Hz, CH-Im, dias.
B); 4,4 (m, 1H, H.yp, dias. B); 4,42 (m, 2H, CHm, dias A+B); 4,29 (m, 2H, CH-
OTHP, dias B, Hup, dias. A); 4,22 (dd, 1H] = 10,2 Hz,J = 3,3 Hz, CH-OTs, dias.
A); 4,16-4,08 (m, 2H, CH-OTHP, dias. A, GIDTs, dias. B); 4,05-4,02 (m, 2H, GH
OTs, dias. A+B); 3,63 (m, 1H,Hup, dias. A); 3,27 (m, 1H, &ryp, dias. A); 3,22 (m,
1H, Hetup, dias. B); 3,18 (m, 1H, &ryp, dias. B); 2,44 (s, 3H, GHdias. A+B); 1,59-
1,16 (m, 6H, H45.typ dias. A+B)pm.

13C-RMN (125 MHz, CDC})): § 145,7; 145,5; 138,2; 137,9; 133,2; 132,5; 1323 4;
130,8; 130,0 (2C); 128,1 (2C); 127,1; 124,4; 123R,7; 100,9; 97,2; 74,0; 70,3; 68,6;
67,0; 63,1; 51,1; 50,5; 30,4, 24,8; 21,7; 19,4 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraC,4H26CIoN3O;S [M]™: 570,08609;
Encontrado [M]: 570,0886.
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Parte experimental

IR (KBI): vmax 3422 (OH); 2945, 1536 (C=N); 1484 (NO1362 (NQ); 1283 (SQ);
1176 (SQ); 984; 813; 799; 666 ch

Andlisis elemental (C,4H25CI,N30;S). Calculado: C (50,53); H (4,41); N (7,36); S
(5,92); Encontrado: C (50,27); H (4,60); N (7,35)5,69).

Rendimiento: Método A: 52% = =

Rf cHch 6 0,62
(CHCE/ACOEt 94:6) CI cl
P.f.. 161-163 °C (LA* 172-175 °C)

'H-RMN (300 MHz, CDCY): §7,60 (d, 2H,J = 1,6 Hz, H.»); 7,49 (d, 2H, = 8,2 Hz,
Hs.5); 7,34 (dd, 2HJ = 8,2 Hz,J = 1,6 Hz, H.) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CDC}): § 138,7 (2C, C1,1°); 133,1 (2C, C5,5"); 132,4 (2@,4);
130,9 (2C, C3,3'); 128,8 (2C, C6,6); 126,1 (2C,X2ppm.

4.4.2.1.8. Tosilato de 3-(4-2'-fenilvinil-2-nitroimdazol-1-il)-2-(oxiran-1-
iloxi)propilo (71) y 88

Siguiendo el método B, a partir @b (0,100 g, 0,198 mmol), acido trans-2-
fenilvinilborénico (0,073 g, 0,49 mmol), XO; (0,197 g, 1,19 mmol) y Pd(OAc)
(0,007 g, 0,030 mmol) disueltos en una mezcla @toae/HO 1:0,6 (0,80 mL/ 0,50
mL). Se eluyd con CHGMICOEt (96:4) para da7l (0,052 g) como un aceite

244Er, J. A. V.; Tennyson, A. G.; Kamplain, J. W.;rgh, V. M.; Bielawski, C. WEur. J. Inorg. Chem.
2009 13, 1729-1738.
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Parte experimental

amarillento y88 (0,01 g) como un solido blanco. El aceite amariieronsistia en una
mezcla de diasteredmeros de 60:40.

OTs

Rendimiento (71} Método B: 50% = oTHP

RfcHcwacoet 94:65 0,40

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,80 (d, 2H,J = 8,2 Hz, H.1s dias. A); 7,78 (d, 2HJ)

= 8,2 Hz, H.1s dias. B); 7,47 (d, 2H) = 7,6 Hz, H.a dias. A+B); 7,38-7,25 (m, 6H,
Hmn-ar, Hp-ar, Hn-ts Ph-CH=C-, dias. A+B); 7,17 (s, 1H sk, dias. A); 7,10 (s, 1H, Hm
dias. B); 6,88 (d, 1HJ = 16,3 Hz, C=CH-Im, dias. A); 6,85 (d, 1d,= 16,3 Hz,
C=CH-Im, dias. B); 4,77 (dd, 1H] = 14,0 Hz,J = 3,2 Hz, CH-Im, dias A); 4,70 (dd,
1H, J = 14,0 Hz,J = 3,2 Hz, CH-Im, dias B); 4,49-3,99 (m, 5H, Hp + CHy-Im +
CH-OTHP + CH-OTs, dias. A+B); 3,66-3,13 (m, 2H shp, dias. A+B); 2,43 (s, 3H,
CHjs, dias. B); 2,42 (s, 3H, CHldias. A); 1,63-1,16 (m, 6H,34 5.typ dias. A+B)pm.
13C-RMN (75 MHz, CQOD): § 145,4; 144,5; 139,1; 136,4; 131,4; 130,0 (2C);,128
(2C); 128,1(2C); 126,6 (2C); 124,7; 124,1; 117,00,8; 96,8; 74,2; 70,2; 98,8; 67,1;
63,0; 62,7; 51,0; 50,5; 30,4; 30,1; 29,7; 24,98221,7; 19,4 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): ml/e calculado para CaeHzoN3O,S [M]™: 528,1799;
Encontrado [M]: 528,1777.

246



Parte experimental

Rendimiento (88) Método B: 19% O
N NS

Rf(cHcwacoet 94:65 0,61 O
P.f. 149-150 °C (L#*> 148-149 °C)

'H-RMN (300 MHz, CDCY): §7,44-7,19 (m, 10&}); 6,93 (dd, 2H,) = 11,9 Hz,J = 2,9
Hz Ph-CH=C-); 6,64 (dd, 2H] = 11,9 Hz;J = 2,9 HzPh-C=CH-) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CDC}): & 137,4 (2C), 132,8 (2C); 129,3 (2C); 128,7 (4C)7,82
(2C); 126,4 (4C) ppm.

4.4.2.1.9. Tosilato de 3-(4-2’-4”-metilfenilvinilAH-2-nitroimidazol-1-il)-2-(oxiran-
1-iloxi)propilo (7m) y 89

Siguiendo el método B, a partir de (0,050 g, 0,099 mmol), acido trans-2-(4-
metilfenil)vinilboronico (0,040 g, 0,25 mmol),,.KEO0; (0,098 g, 0,59 mmol) y Pd(OAC)
(0.003 g, 0.015 mmol) disueltos en aceton@H.:0,6 (0,80 mL / 0,50 mL). Se eluyd
con AcOEt/Hex (9:1) para obten&m (0,004 g) como un aceite amarillento que
consistia en una mezcla de diasteredmeros de %08%(0,007 g) como un solido

blanco.

#amigata, N.; Ozaki, J.; Kobayashi, .0rg. Chem1985 50, 5045-5050.
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Parte experimental

Rendimiento (7m} Método B: 7%

Rf(cHcracoEt 94:65 0,28

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,81 (d, 2H, = 8,5 Hz, H.1s dias. A); 7,78 (d, 2HJ
= 8,5 Hz, H.1s dias. B); 7,33 (m, 5H, Klts H26.ar + Ar-CH= C-,dias. A+B); 7,14 (d,
2H,J = 7,9 Hz, H 5. dias. A+B); 7,15 (s, 1H, Hy, dias. A); 7,08 (s, 1Hls.m dias.
B); 6, 83 (d, 1HJ= 16,2 Hz, C=CH-Im, dias. A); 6,80 (d, 1Bz 16,2 Hz, C=CH-Im,
dias. B); 4,79 (dd, 1Hl = 14,0 HzJ = 3,2 Hz, CH-Im, dias. A); 4,67 (dd, 1H] = 14,0
Hz,J = 3,2 Hz, CH-Im, dias. B); 4,50-3,99 (m, 5H,Hup + CHy-Im + CH-OTHP +
CH,-OTs, dias. A+B); 3,64-3,13 (m, 2Hghkp, dias. A + B); 2,43 (s, 3H, CHdias.
A+B); 2,34 (s, 3H, CHl dias. A+B); 1,63-1,16 (m, 6H,3d 5.14s dias. A+B)ppm.

13C-RMN (75 MHz, CQOD): § 145,3; 144,5; 139,3; 138,2; 133,6; 132,1; 13139,0
(2C); 129,4 (2C); 128,1(2C); 127,9; 126;5 (2C); /52423,8; 116,7; 116,5; 100,8; 96,7;
74,2; 70,2; 68,8; 67,1; 63,0; 62,7; 50,9; 50,54330,1; 24,9; 24,8; 21,7; 21,3; 19,3
ppm.

Rendimiento (89) Método B: 26% O
NS

Rf(crcwacoet 94:65 0,63 ‘
P.f. 199-200 °C (L#*® 199-200 °C)

% Cicco, S. R.; Farinola, G. M.; Martinelli, C.; Ng<F.; Tiecco, MEur. J. Org. Chenm201Q 12, 2275-
2279.
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Parte experimental

'H-RMN (300 MHz, CDCY): 67,31 (d, 4HJ = 7,9 HzHq.a); 7,12 (d, 4HJ = 7,9 Hz
Hm-ar); 6,85 (dd, 2H,) = 11,9 Hz;J = 2,8 HzPh-CH=C-); 6,63 (d, 2H] = 11,9 HzJ =
2,8 HzPh-CH=C-); 2,31 (s, 6H, CHippm.

3C-RMN (75 MHz, CDC}): & 137,4 (2C), 134,6 (2C); 132,2 (2C); 129,3 (4C)8,22
(2C); 126,2 (4C); 21,2 (2C) ppm.

4.4.2.1.10. Tosilato de 3-(4-2-4”-metoxifenilvitilH-2-nitroimidazol-1-il)-2-
(oxiran-1-iloxi)propilo (7n) y 90

Siguiendo el método B, a partir de (0,050 g, 0,099 mmol), acido trans-2-(4-
metoxifenil)vinilborénico (0,044 g, 0,247 mmol),,®0; (0,098 g, 0,594 mmol) y
Pd(OAc) (0.003 g, 0.0015 mmol) disueltos en acetop@/H:0,6 (0,40 mL/ 0,25 mL).
Se eluyé con AcOEt/Hexano (9:1) para obtefre(0,014 g) como un aceite amarillento
gue consistia de una mezcla de diasteredmeros0O §®9 (0,006 g) como un solido

blanco.

)/\N /\f OTs
— OTHP
Rendimiento (7n} Método B: 25%

RfacoetHex 9:1) 0,27

—0

'H-RMN (200 MHz, CROD): & 7,80 (d, 2H, = 8,1 Hz, H.1s dias. A); 7,78 (d, 2HJ
= 8,1 Hz, H1s dias. B); 7,42 (d, 2H] = 8,9 Hz, H s.ar, dias. A+B); 7,35 (d, 2H] = 8,1
Hz, Hs 5.1 dias. A+B) 7,36 (m, 1H, Ar-CH=C-, dias. A+B); 7,13 (s, 1HsH dias A);
7,06 (s, 1H, Hm dias B); 6,88 (d, 2HJ) = 8,9 Hz, H A, dias. A+B); 6,74 (d, 1H) =
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Parte experimental

16,1 Hz, C=CH-Imdias. A); 6,72 (d, 1HJ = 16,1 Hz, C=CH-Imdias. B); 4,76 (dd,
1H,J =14,0 HzJ = 3,4 Hz, CH-Im, dias. A); 4,67 (dd, 1H] = 14,0 Hz,J = 3,4 Hz,
CHa-Im, dias. B); 4,50-4,04 (m, 5H, Hyp + CHy-Im + CH-OTHP + CH.ots, dias.
A+B); 3,81 (s, 3H, O-Chldias A+B); 3,68-3,12 (m, 2H, d+up, dias. A+B); 2,43 (s,
3H, CH; dias. A+B); 1,64-1,16 (m, 6H,44 5.tup dias. A+B)ypm.

3C-RMN (75 MHz, CROD): § 159,7; 145,4; 145,3; 139,6; 132,1; 131,0; 1300){2
129,1; 128,1 (2C); 127,9 (2C); 115,4; 114,2 (2@)0),9; 74,2; 68,8; 63,0; 55,4; 50,4;

30,4; 29,7; 24,9; 21,7; 19,4 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para Cy7H3,N30gS [M]™: 558,1905;
Encontrado [M]: 558,1906.

IR (KBr): vmax 3369; 2922; 2850; 1605; 1509; 1362; 1250; 1176; 865 cnf.

|
Rendimiento (90) Método B: 20% O ©
NS

Rf(crcwacoet 9a:65 0,60 ‘
P.f. 199-200 °C (L#*’ 199-200 °C) ?

'H-RMN (300 MHz, CDCY): 7,35 (d, 4H,J = 8,9 HzHo.); 6,85 (d, 4H,J = 8,9 Hz
Hma?); 6,81 (M, 2H, Ph-CH=C); 6,58 (m, 2H, Ph-C=CHYB(s, 6H, CH) ppm.

247 Kirai, N.; Yamamoto, YEur. J. Org. Chem2009 12, 1864-1867.
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3C-RMN (75 MHz, CDC}): & 159,1 (2C), 131,3 (2C); 130,4 (2C); 127,5 (4C} 11
(4C); 113,9 (2C); 55,3 (2C) ppm.

44.2.1.11. Tosilato de 3-(4-2'-4”-fluorofenilvini1H-2-nitroimidazol-1-il)-2-
(oxiran-1-iloxi)propilo (70) y 91

Siguiendo el método B, a partir de (0,050 g, 0,099 mmol), acido trans-2-(4-
fluorofenil)vinilborénico (0,041 g, 0,247 mmol), ,.&O; (0,098 g, 0,594 mmol) y
Pd(OAc) (0.003 g, 0.0015 mmol) disueltos en acetop@/H:0,6 (0,40 mL/ 0,25 mL).
Se eluyé con AcOEt/Hexano (9:1) para obtef®(0,013 g) como un aceite amarillento
gue consistia en una mezcla de diasteredmeros y$0930(0,005 g) como un solido

blanco.

N
)\ N/\(\ OTs
4

— OTHP
Rendimiento (7o0)Método B: 25%

Rf(cHcwacoet 94:65 0,28

'H-RMN (200 MHz, CROD): § 7,80 (d, 2H,) = 8,1 Hz, H.rs dias A); 7,78 (d, 2HJ) =
8,1 Hz, H1s dias B); 7,28-7,47 (m, 5H, Jrs+ Hz 6.4 + Ar-CH=C,dias. A+B); 7,16 (s,
1H, Hs.m, dias A); 7,09 (s, 1H, Hn dias B); 7,05 (d, 2HJ= 8,7 Hz, H 5.4, dias.A);
6,99 (d, 2HJ= 8,7 Hz, H 5.4, dias. B); 6,79 (d, 1H) = 16,1 Hz, C=CH-Imdias.A);
6,77 (d, 1H,J = 16,1 Hz, C=CH-Imdias. B); 4,77 (dd, 1H) = 13,6 Hz,J = 2,9 Hz,
CH,-Im, dias. A); 4,67 (dd, 1H]) = 13,6 HzJ = 2,9 Hz, CH-Im, dias. B); 4,47-4,03 (m,
5H, Ho.tup + CHo.Im + CH-OTHP + CH-OTs, dias. A+B); 3,65-3,14 (m, 2H,chkp,
dias. A+B); 2,43 (s, 3H, CHdias. A+B); 1,54-1,16 (m, 6H,34 5.1p dias. A+B)ppm.
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13C-RMN (75 MHz, CRROD): & 162,6 (d, 1ClJc.r = 248,6 Hz) ; 145,5; 144,8; 138,8
(d, 1C,%Jcr = 21,8 Hz); 132,5; 130,1; 130,0 (2C); 128,1; 12@Q); 124,7; 124,1;
117,2; 115,8 (2C); 115,6 (2C); 100,8; 96,8; 74,2;27 68,8; 67,1; 63,0; 62,7; 52,1;
50,5; 30,4; 30,1; 24,9; 24,8; 21,7; 19,7, 19,3 ppm

HRMS (TOF-APCI-POS): ml/e calculado para CaeH2oN30,S [M]™: 546,1705;
Encontrado [M]: 546,1707.

IR (KBr): vinax3360; 2921; 2850; 1598; 1540; 1507; 1364; 1176; 885 cni-

F
\\

Rendimiento (91) Método B: 19%

Rf(crcwacoet 9a:65 0,59
P.f. 143-145 °C i O

'H-RMN (300 MHz, CDCY): 67,38 (d, 4H,J = 8,6 HzH26.4); 7,01 (t, 4HJ = 8,6 Hz,
Hss.a); 6,82 (dd, 2HJ = 11,8 Hz,J = 2,9 HzPh-CH=C); 6,59 (dd, 2H] = 11,8 Hz J
= 2,9 Hz, Ph-C=CH) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CDC}): 6 162,2 (d, 2CXc.r = 247,4 Hz); 133,5 (d, 2CJcr = 3,7
Hz); 131,5 (2C); 128,7 (2C); 127,8 (d, 40¢r = 8,0 Hz); 115,5 (d, 4CJcr = 21,7
Hz) ppm.
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Parte experimental

4.5. Fluoracion de los precursores de derivados lifilos de FMISO

4 .5.1. Procedimiento General

Una disolucion d& y CsF en alcohdlerc-amilico anhidro se calenté a 120 °C
bajo atmdsfera de argon durante 3 horas. Pasagldiersipo el disolvente se evapor6 a

sequedad y el residuo se purificd sobre gel deeséliuyendo con AcOEt/hexano.

4.5.1.1. 1-(3-fluoro-2-(oxiran-2-iloxi)propil)-1H-2-nitroimidazol (45a)

Siguiendo el procedimiento general, a partir7dg0,400 g, 0,94 mmol) y CsF
(0,428 g, 2,82 mmol) en alcohtdrc-amilico (3,13 mL). Se eluydé con AcOEt/hexano
(6:4) obteniéndosdb5a (0,210 g) como un aceite amarillento que consistiauna
mezcla de diastereOmeros 66:34.

Rendimiento: 82 % N P
Rf(acoeuHex 6:4) 0,49 o,

'H-RMN (300 MHz, CDC}): 6 7,18 (s, 1H, By, dias. B); 7,13 (s, 2H, 4, dias. A
Ha.m, dias. B); 7,12 (s, 1H, Hm, dias. A); 4,85 (dd, 1H] = 14,1 Hz,J = 3,6 Hz, CH-
Im, dias. A+B); 4,75 (dd, 1H] = 14,1 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im, dias. A+B); 4,66—4,22
(m, 5H, Hrpy + CHxIm + CHy-F, dias. A+B, CH-OTHP, dias. B); 4,15-4,04 (m, 1H,
CH-OTHP, dias. A); 3,81 (m, 1H,Hyp, dias. A); 3,45 (m, 1H, &ryp dias. A); 3,28-
3,15 (m, 2H, H.typ dias. B); 1,71-146 (m, 6H,34 5.twp dias. A+B) ppm.
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13C-RMN (75 MHz, CXOD): & 144,8 (C2y); 127,9 (C5n); 127,7 (C4); 100,6 (C2up
dias A); 96,9 (C24p dias B); 82,6 (d, 1CJc.r= 172,6 Hz, CHF, dias A); 81,2 (d, 1C,
Yer = 172,6 Hz, CHF, dias B); 75,2 (d, 1GJ)c.r = 20,7 Hz, CH-OH, dias. A); 71,4
(d, 1C,%Jcr = 19,1 Hz, CH-OH, dias. B); 63,0 (§% dias A); 62,6 (Cép dias B);
50,5 (d, 1C3Jc.r = 7,6 Hz, CH-Im dias. A+B); 30,5 (CRp.dias. A); 30,2 (C3yp dias.
B); 24,9 (CHup, dias. A); 24,8 (Chyp, dias. B); 19,4 (C4yp dias. A); 19,3 (C4yp dias.
B) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): ml/e calculado paraCiiH17FN3Os [M]™: 274,1203;
Encontrado [M]: 274,1228.

IR (KBr): vmax 3419 (OH); 1596 (C=N); 1465 (Nf) 1364 (NQ); 1365 (SQ); 1177
(SO, cmit.

4.5.1.2. 4-bromo-1-(3-fluoro-2-(oxiran-2-iloxi)propl)-1H-2-nitroimidazol (45b)

Siguiendo el procedimiento general, a partir7dg0,500 g, 0,99 mmol) y CsF
(0,452 g, 2,98 mmol) en alcoht@rc-amilico (3,3 mL). Se eluyé con AcOEt/hexano
(6:4) obteniéndosd5b (0,240 g) como un aceite amarillo que consistiaira mezcla

de diasteredmeros 46:54.

Rendimiento: 69 % N)ﬁ OTHP

Rf (acoevHex 6:45 0,42

'H-RMN (300 MHz, CDCY): 8 7,17 (s, 1H, klm, dias. B); 7,11 (s, 1H, 4, dias. A);
4,81 (dd, 1H,] = 14,1 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im, dias. A); 4,73 (dd, 1H] = 14,1 Hz,J =
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3,6 Hz, CH-Im, dias. B); 4,65-4,30 (m, 4H,Hyp + CH-Im + CH,-F, dias. A+B);
4,28-4,16 (m, 1H, CH-OTHP, dias. A); 4,11-4,01 (thi, CH-OTHP, dias. B); 3,81-
3,74 (m, 1H, H1up dias. A); 3,45-3,38 (m, 1H, dtp, dias. A); 3,25-3,21(m, 2H, H
thp, dias. A+B); 1,70-1,37 (m, 6H,3 5.thp dias. A+B) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCiiHigBrFN;O4 [M]™: 352,0303;
Encontrado [M]: 352,0315.

IR (KBr): Vmax 3420 (OH); 1595 (C=N); 1462 (N{) 1354 (NQ); 1358 (SQ); 1178
(SO, cmit.

4.5.1.3. 4,5-dibromo-1-(3-fluoro-2-(oxiran-2-iloxijpropil)-1 H-2-nitroimidazol (45c)
Siguiendo el procedimiento general, a partir7dg€0,200 g, 0,35 mmol) y CsF

(0,156 g, 1,03 mmol) en alcoht@rc-amilico (1,2 mL). Se eluyé con AcOEt/hexano

(3:7) obteniéndosé5c (0,045 g) como un aceite amarillo.

Br

imi Br
Rendimiento: 31 % N)ﬁ/ OTHP

NN F

Rf (acoetHex 7:3) 0,48
O,N

'H-RMN (300 MHz, CDC)): & 4,81-4,40 (m, 5H, birup + CHy-Im + CHy-F, dias.
A+B); 4,24-4,16 (m, 2H, + CH-OTHP, dias. A+B); 3,80, 1H, H.ryp, dias. A); 3,46
(m, 1H, H.typ, dias. A); 3,20 (m, 2H, kryp, dias. B); 1,64-1,22 (m, 6H,34 s.11p dias.
A+B) ppm.
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HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCiiHisBroFNsO4 [M]™: 429,9408;
Encontrado [M]: 429,9404.

4.5.1.4. 4-4’-bifenil-1-(3-fluoro-2-(oxiran-2-iloxj)-propil)-1 H-2-nitroimidazol (45h)

Siguiendo el procedimiento general, a partir7tie(0,060g, 0,10 mmol) y CsF
(0,48 g, 0,30 mmol) en alcohtg¢rc-amilico (0,35 mL). Se eluydé con AcOEt/hexano
(3:7) obteniéndosé5h (0,0425 g) como un aceite amarillo que consistiarea mezcla

de diasteredmeros 61: 39.

Q

Rendimiento: 87 % O

OTHP
RfacoetHex 3:73 0,43 — F

'H-RMN (300 MHz, CDC}): 6 7,86 (d, 2H,) = 8,6 Hz, H 5.4, dias. A+B); 7,64 (d, 2H,
J=8,6 Hz, Hear, dias. A+B); 7,60 (d, 2H] = 8,6 Hz, H ¢ .ar, dias. A+B); 7,51 (s, 1H,
Hs.m, dias. B); 7,46-7,32 (m, 4H, 4, dias. AHsz 5 4.ar dias. A+B); 4,90 (dd, 1H] =
13,8 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im, dias. A); 4,82 (dd, 1H] = 13,8 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im,
dias. B); 4,71-4,11 (m, 5H, Hup + CH-Im + CH-OTHP + CH-F, dias. A+B); 3,84
(m, 1H, H.tup, dias. A); 3,46 (m, 1H, Eryp, dias. A); 3,25 (m, 2H, &ryp, dias. A+B)
1,70-1,23 (m, 6H, bls 5-1up dias. A+B)ppm.

3C-RMN (75 MHz, CDC#): & 141,3; 140,3; 140,2; 130,3; 128,8 (2C); 127,5 (2C)
126:9 (2C); 125,7 (2C); 123,3; 122,6; 100,8 {GAias. A); 97,1 (Cap, dias. B); 82,6
(d, 1C,Jc.r = 172,8 Hz, CHF, dias A); 81,2 (d, 1CJc.r = 174,5 Hz, CHHF, dias B);
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75,2 (d, 1C%Jck = 20,4 Hz, CH-OTHP, dias. A); 71,4 (d, 18 = 19,3 Hz, CH-
OTHP, dias. B); 63,1 (G@p, dias. A); 62,8 (Cyp dias. B); 50,8 (Chtim dias. A+B);
30,53 (C3yp dias. A); 30,3 (Cayp dias. B); 24,9 (Chyp dias. A); 24,8 (Chyp dias. B);
19,5 (C4yp dias. A); 19,4 (C4yp dias. B) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para CisHasFN:Os4 [M]™: 426,1824;
Encontrado [M]: 426,1848.

IR (KBr): vmax 3330 (OH); 1597 (C=N); 1465 (N{) 1352 (NQ); 1360 (SQ); 1180
(SO, cmit.

4.6. Desproteccion de los precursores fluorados de desauos lipéfilos de FMISO
4.6.1. Procedimiento General

Una disolucion de45, en AcOH, THF y HO se calenté a 65 °C hasta
desaparicion de producto de partida. Una vez findh la reaccién, el crudo se purificd

por cromatografia en columna de gel de silice eldgecon hexano/AcOEt. El producto

obtenido se triturd en dietil éter precipitandaosatido, que se filtro y se seco.
4.6.1.1. 1-fluoro-3-(H-2-nitroimidazol-1-il)propan-2-ol (1a)
Segun el procedimiento general a partirdda (0,186 g, 0,67 mmol), AcOH

(2,80 mL), THF (1,45 mL) y kD (0,73 mL) y se agité durante 4 horas. Se eluyd co

AcOEt. aislandd.a (0,070 g) como un sélido blanco-amarillento.

257



Parte experimental

Rendimiento: 55% (\N/\/\F
—l  OH

Rfacot: 0,52 N/kNoz

P.f.: 108-109 °C

'H-RMN (500 MHz, CROD): 6 7,48 (s, 1H, Bm); 7,17 (s, 1H, Hy); 4,76 (dd, 1H,)
= 14,2 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im); 4,47 (dd, 2H}J.¢ = 47,4 Hz,J= 4,6 Hz, CH-F); 4,47
(dd, 1H,J = 14,2 Hz,J = 8,6 Hz, CH-Im); 4,23-4,12 (dq, 1H:Jy.r = 19,6 Hz,J= 4,4
Hz, CH-OH) ppm.

3C-RMN (75 MHz, CROD): § 146,2 (C2.); 128,9 (Chy): 127,8 (C4n); 85,1 (d,1C,
l‘]C-F = 17115 HZ) CH'F), 69,4 (d,lC,z\]C-F = 19,9 HZ, CH'OH), 52,3 (d, 1é.Jc_|: = 7,5

Hz, CHx-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ealculado par&sHoFNzOs[M] *: 190,0628.
Encontrado [M]: 190,0615.

IR (KBI): vmax 3255; 2951; 2420; 1537; 1490; 1509; 1366

Andlisis elemental (CgHgFN3O3) Calculado: C (38,10); H (4,16); N (22,22);
Encontrado: C (38,34); H (4,38); N (22,03).

4.6.1.2. 3-(4-bromo-H-2-nitroimidazol-1-il)-1-fluoropropan-2-ol (1b)
Segun el procedimiento general a partirdéd (0,209 g, 0,59 mmol), AcOH

(2,5 mL); THF (1,3 mL) y HO (0,6 mL) y se agité6 durante 6 horas. Se eluy6é con

AcOELt/ hexano (4:6) aislandid (0,103 g) como un sélido blanco-amarillento.
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Rendimiento: 65% _(\N/\/\F
Rf(acoeuHex 4:6) 0,44 NO,

P.f. 104-105 °C

'H-RMN (500 MHz, CROD): § 7,57 (s, 1H, Bl); 4,75 (dd, 1H,) = 13,8 Hz,J = 3,3
Hz, CH-Im); 4,47 (dd, 2HX3,.r = 47,1 Hz,J = 4,3 Hz, CH-F); 4,44 (dd, 1HJ = 13,8
Hz,J = 8,9 Hz, CH-Im); 4,18 (dq, 1H%J,.¢ = 19,8 Hz J= 4,0 Hz, CH-OH) ppm.
13C-RMN (75 MHz, CRROD): § 146,0 (C2); 128,7 (C%,); 114,6 (C4); 85,3 (d, 1C,
Ye.r=171,2 Hz, CHF); 69,5 (d, 1C%Jc.r = 19,8 Hz, CH-OH); 53,1 (d, 1CJ)cr= 7,4
Hz, CHy-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCgHgBrFN;O3 [M]™: 267,9733;
Encontrado [M]: 267.9719.

IR (KBr): vmax 3398; 3103; 1541; 1510; 1470; 1400; 1377; 126121(®59; 845 cm

Analisis elemental (CsH;BrFN3O3) Calculado: C (26,89); H (2,63); N (15,68);
Encontrado: C (26,67); H (2,82); N (15,91).

4.6.1.3. 3-(4,5-dibromo-H-2-nitroimidazol-1-il)-1-fluoropropan-2-ol (1c)
Segun el procedimiento general a partirdéde (0,045 g, 0,20 mmol), AcOH

(0,40 mL), THF (0,22 mL) y kD (0,11 mL) y se agité durante 3 horas. Se eluyd co

AcOEt/ hexano (4:6) aisland (0,025 g) como un aceite amarillo.
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Rendimiento; 69%

Rf acoeuHex a:6§ 0,44 N

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 4,75 (dd, 2H,J = 6,6 Hz,J = 0,6 Hz, CH-Im); 4,50
(dd, 2H,%.r = 47,1 Hz,J = 4,4 Hz, CH-F); 4,24-4,12 (m, 1H, CH-OH) ppm.

13C-RMN (125 MHz, CQOD): § 146,3 (C2n); 117,7 (C%.); 114,7 (C4.); 85,3 (d,1C,
Ye.r = 170,7 Hz, CHF); 69,3 (d, 1C%Jc.= 20,0 Hz, CH-OH); 52,5 (d, 18)c.= 7,6
Hz, CHx-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCgH/Br,FN;Oz [M]™: 345,8833;
Encontrado [M]: 345.8879.

IR (KBF): vmax 3404; 1547; 1473; 1361; 1248 ¢m
4.6.1.4. 3-(4-bifenil-2-nitroimidazol-1-il)-1-fluoropropan-2-ol (1h)
Segun el procedimiento general a partirdéé (0,037 g, 0,087 mmol), AcOH
(0,40 mL), THF (0,20 mL) y kD (0,10 mL) y se agité durante 7 horas. Se eluyd co
AcOEt/Hex (4:6) aisland&h (0,016 g) como un solido amarillo-anaranjado.
Rendimiento: 56%

RfacoeuHex a:65 0,44 N/\(g\':
N

P.f.. 153-155 °C NG,
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'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,94 (d, 2H,J = 8,2 Hz, Hs.a); 7,92 (S, 1H, km);
7,69 (M, 4H, He o o-a); 7,47 (t, 2HJ = 7,2 Hz, K- 5.a); 7,38 (t, 1H,J = 7,2 Hz, H-.
a); 4,81 (dd, 1H,) = 13,6 Hz,J = 3,2 Hz, CH-Im); 4,52 (dd, 2H Xy = 47,5 Hz,J =
4,2 Hz, CH-F); 4,51 (dd, 1HJ = 13,8 Hz,J = 8,6 Hz, CH-Im); 4,24 (m, 1H, CH-OH)
ppm.

3C-RMN (75 MHz, CROD): § 142,4 ; 141,7; 140,8 (G4; 132,2; 129,9 (2C); 128,86,
128,4 (2C); 127,8 (2C); 126,8 (2C); 125,2 (§585,4 (d, 1CNc.= 171,5 Hz, CH-F);
69,7 (d, 1C%c.= 19,9 Hz, CH-OH); 53,1 (d, 1CJc. = 7,5 Hz, CH-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado paraCigHi7N3OsF [M]™: 342,1248;
Encontrado [M]: 342,1248.

IR (KBr): vmax 3376; 3133; 1535; 1513; 1481; 1423; 1390; 1333412048; 953; 762
1

cm-.
4.7. Fluoracién-desproteccion secuencial de los precunss de derivados lipofilos
de FMISO

4.7.1. Procedimiento General

Una solucion d& y CsF en alcoholerc-amilico anhidro, se calenté a 120 °C
bajo atmdsfera de argon durante 3 horas. Pasagldiesipo el disolvente se evaporo a
sequedad. El residuo se purific6 mediante filtraci@pida a través de gel de silice
eluyendo con AcOEt/hexano. Se evapor6 el disolvgatieaceite resultante se le afiadio
AcOH, THF y HO bajo atmésfera de argon y se calenté a 65 °@ lkasiaparicion de

producto de partida. Se evaporaron los disolvenadsesiduo resultante se purificé por
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cromatografia en columna de gel de silice eluyarawio AcOEt/hexano y el producto
obtenido se triturd en dietil éter para dar undsdfjue se filtrd y se seco.

4.7.1.1. 3-(4-fenil-H-2-nitroimidazol-1-il)-1-fluoropropan-2-ol (1d)

Siguiendo el procedimiento general, a partii7dg0,359 g, 0,716 mmol) y CsF
(0,326 g, 2,149 mmol) en alcoh@rc-amilico (2,40 mL) se obtuvieron 0,213 g de un
aceite que se disolvio écOH (2,30 mL), THF (1,30 mL) y D (0,6 mL) para datd
(0,098 g) como un sélido amarillo.

Rendimiento; 52%
0 @_/\N/\/\F
Rf (HexacoEt 4:65 0,52 =N OH

NO,
P.f.. 149,8-152,8 °C

'H-RMN (500 MHz, CROD): 8 7,87 (s, 1H, Bl); 7,86 (d, 2HJ = 8,8 Hz, Hea);
7,45 (t, 2HJ = 7,5 Hz, Hs.a); 7,38 (t, 1H,J = 7,3 Hz, H.a); 4,79 (dd, 1H.J = 13,9
Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im); 4,51 (dd, 2HJ4.r = 47,3 Hz,J = 4,4 Hz, CH-F); 4,50 (dd,
1H,J = 13,8 Hz,J = 8,6 Hz, CH-Im); 4,25 (dg, 1H%u.r = 19,9 Hz,J = 4,3 Hz, CH-
OH) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CROD): § 146,4 (C2.); 141,4 (C4,); 133,4 (Ch); 130,1 (2C,
C4a,); 129,6 (C3:); 126,6 (2C, CR); 125,4 (C%y); 85,7 (d, 1C1Jc.r= 170,2 Hz, Ch+-
F); 70,0 (d, 1C%Jc.r= 19,9 Hz, CH-OH); 53,3 (d, 1CJcr = 7,9 Hz, (CH-Im)) ppm.
IR (KBr): vmax3352; 1533; 1483; 1417; 1389; 1266; 1014; 764 cm

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para CioH1aFN:O3 [M]™: 266,0941;
Encontrado [M]: 266,0904.
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Andlisis elemental (C12H1o0FN3O3). Calculado: C (54,34); H (4,56); N (15,84);
Encontrado: C (54,52); H (4,56); N (15,79).

4.7.1.2. 3-(4-3'-clorofenil-H-2-nitroimidazol-1-il)-1-fluoropropan-2-ol (1e)

Siguiendo el procedimiento general, a partii7é€0,343 g, 0,646 mmol) y CsF
(0,294 g, 1,938 mmol) en alcohtdrc-amilico (2,1 mL) se obtuvo un aceite que se
disolvié enAcOH (1,3 mL), THF (0,7 mL) y kD (0,3 mL). Obteniéndoske (0,098 g)

como un soélido amatrillo.

Rendimiento global 30% cl
Rf (Hexiacoet 4:6§ 0,26 WN/\(Q\F
P.f: 138,3-140,1 °C N

'H-RMN (500 MHz, CQOD): & 7,94 (s, 1H, Bm); 7,92 (d, 1H,J = 1,9 Hz, H.a);
7,79 (d, 1HJ = 7,9 Hz, H.a); 7,43 (t, 1HJ = 7,9 Hz, H.»); 7,38 (dd, 1H,) = 7,9 Hz,
J=1,9 Hz, H.a); 4,80 (dd, 1H,J) = 13,8 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im); 4,52 (dd, 2HJ4.r =
47,4 Hz,J = 4,3 Hz, CH-F); 4,50 (dd, 1H,) = 13,8 Hz,J = 8,5 Hz, CH-Im); 4,24 (m,
1H, CH-OH) ppm.

13C-RMN (75 MHz, CRROD): § 146,2 (C2.); 139,4 (C4.); 135,9; 135,2; 131,4; 129,1;
126,1; 125,5 (CB); 124,5; 85,7 (d, 1C'Jcr = 171,1 Hz, CHF); 69,7 (d, 1C%Jc.r =

19,9 Hz, CH-OH); 53,1 (d, 1&Jc.= 7,7 Hz, CH-Im) ppm.

IR (KB): vmax 3408; 3141; 1535; 1489; 1394; 1335; 1021; 783.cm
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HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCi,H1,CIFN;Os [M]™: 300,0551;
Encontrado [M]: 300,0516.

Andlisis elemental (C12H11CIFN3;O3). Calculado: C (48,09); H (3,02); N (12,58);
Encontrado: C (48,11); H (3,28); N (12,60).

4.7.1.3. 1-fluoro-3-(4-4’-metilfenil-H-2-nitroimidazol-1-il)propan-2-ol (1f)

Siguiendo el procedimiento general, a parti7€€0,141 g, 0,273 mmol) y CsF
(0,124 g, 0,821 mmol) en alcohtdrc-amilico (2,9 mL) se obtuvieron 0,060 g de un
aceite, que se disolvio écOH (0,70 mL); THF (0,4 mL) y kD (0,2 mL) para datf

(0,034 g) como un sélido amarillo

Rendimiento globat 45%

< > SN F
Rf (HewacoEt 6:4 0,47 N%Noo H
2

P.f. 153,3-154,1 °C

'H-RMN (300 MHz, CROD): 8 7,82 (s, 1H, Bl); 7,74 (d, 2HJ = 8,5 Hz, Hea);
7,26 (d, 2HJ = 8,0 Hz, H5.a); 4,79 (dd, 1HJ = 13,6 Hz,J = 3,4 Hz, CH-Im); 4,52
(dd, 2H, hr = 47,2 Hz,J = 4,2 Hz, CH-F); 4,52 (dd, 1HJ = 13,6 Hz,J = 8,0 Hz,
CHy-Im); 4,24 (m, 1H, CH-OH) ppm.

3C-.RMN (75 MHz, CROD): § 141,3 (C4,); 139,4 (CA); 130,5 (2C, C3.5); 130,3
(C4a); 126,3 (2C, C2,6); 124,7 (C%y); 85,5 (d, 1C1Jc.r= 171,2 Hz, CH-F); 69,7 (d,
1C,%Jcr= 19,9 Hz CH-OH); 53,0 (d, 1&)c.r = 7,7 Hz, CH-Im); 21,3 (CH) ppm.
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HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para CisHisFN:O3 [M]™: 280,1097;
Encontrado [M]: 280,1103.

IR (KBr): vmax 3354; 1536; 1485; 1391; 1014; 758; 636'tm
4.7.1.4. 1-fluoro-3-(4-4’-metoxifenil-H-2-nitroimidazol-1-il)propan-2-ol (1g)

Siguiendo el procedimiento general, a partii7d€0,330 g, 0,621 mmol) y CsF
(0,283 g, 1,860 mmol) en alcoh@rc-amilico (2,07 mL) se obtuvieron 0,146 g de un
aceite que se disolviéo excOH (1,60 mL); THF (0,8 mL) y kD (0,4 mL) para datg

(0,086 g) como un solido amarillo.

Rendimiento globat 47 %

\
Rf (Hex/acoEt 6:4) 0,35 0\©\f NTNF
= oH

P.f. 180-182 °C N"“no,

'H-RMN (500 MHz, CROD): § 7,80 (dd, 2H,) = 8,8 Hz,J = 2,0 Hz, He.a); 7,79 (s,
1H, Hs.m); 7,00 (dd, 2HJ = 8,8 Hz,J = 2,0 Hz, H5.A); 4,79 (dd, 1H,J = 13,9 Hz,J
=3,6 Hz, CH-Im); 4,51 (dd, 2H ¢ = 47,3 Hz,J = 4,4 Hz, CH-F); 4,49 (dd, 1HJ =
13,9 Hz,J = 8,6 Hz, CH-Im); 4,29-4,19 (dg?Ju.r = 20,1 HzJ = 4,0 Hz, 1H, CH-OH);
3,85 (s, 3H, O-CEk) ppm.

3C-.RMN (75 MHz, CROD): § 161,4 (G.a); 146,0 (C2.); 141,3 (C4.); 127,7 (2C,
C24); 125,7 (Ch,); 124,2 (C%y); 115,2 (2C, CR); 85,5 (d, 1C1Jc.r= 171,2 Hz); 69,7
(d, 1C,2Jc.e = 19,9 Hz); 53,0 (d, 18)c.r = 7,4 Hz); 15,4 (CH) ppm.
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HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado para CisHisFNsOs [M]™: 296,1047;
Encontrado [M]: 296,1035.

IR (KBr): vmax 3356 (OH); 2495; 1531 (C-N) 1412 (C-NQ); 1255 (C-O-C); 1028
(C-O-C) cm™.

Andlisis elemental (Ci3H14FN3O,). Calculado: C (52,88); H (4,78); N (14,23);
Encontrado: C (52,78); H (4,55); N (14,31).

4.7.1.5. 1-fluoro-3-(4-2’-naftil-1H-2-nitroimidazol-1-il)propan-2-ol (1i)

Siguiendo el procedimiento general, a partir7d€0,120 g, 0,210 mmol) y CsF
(0,099 g, 0,650 mmol) en alcoh@rc-amilico (0,75 mL) se obtuvieron 0,062 g de un
aceite que se disolvié ekcOH (0,80 mL), THF (0,4 mL) y kO (0,2 mL) para dati

(0,016 g) como un sélido amarillo.

Rendimiento globat 18%
Rf Hex/acoet 1:15 0,50 N/\/\F
— OH

P.f. 159-161 °C N"No,

'H-RMN (300 MHz, CROD): 6 8,38 (s, 1H, Ha): & 7,93 (M, 5H, Hasg.as Hs.m);
7,54 (m, 2H, H7.a); 4,83 (dd, 1H,) = 13,6 Hz,J =3,4 Hz, CH-Im); 4,54 (dd, 2H!J4 ¢
= 47,2 HzJ= 4,2 Hz, CH-F); 4,52 (dd, 1HJ = 13,6 HzJ = 8,9 Hz, CH-Im); 4,28 (m,
1H, CH-OH)ppm.
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13C-RMN (75 MHz, CRQOD): § 135,0 (C4,); 134,7 (2C); 131,2; 129,6; 129,3; 128,8;
127,6; 127,4; 125,5 (G5; 125,1; 124,2; 85,5 (d, 1&Jc.r = 171,2 Hz, CHF); 69,7 (d,
1C,%Jc.k= 20,4 Hz, CH-OH); 53,0 (d, 1&Jcr = 7,4 Hz, CH-Im) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/e calculado para CieH1sFN2O3 [M]™: 316,1097;
Encontrado [M]: 316,1103.

4.7.1.6. 3-(4-3",4’-diclorofenil-H-2-nitroimidazol-1-il)-1-fluoropropan-2-ol (1j)

Siguiendo el procedimiento general, a partif7g€0,130 g, 0,228 mmol) y CsF
(0,104 g, 0,680 mmol) en alcoh@rc-amilico (0,80 mL) se obtuvieron 0,053 g de un
aceite que se disolvié excOH (0,50 mL), THF (0,3 mL) y kO (0,1 mL) para datj

(0,025 g) como un sélido amarillo.

Rendimiento globat 33 %

cl
Rf Hexiacoet 7:35 0,24 u@—f'\'/\/\':
N’k OH
NO,

P.f: 153-155 °C

'H-RMN (300 MHz, CRROD): § 8,05 (d, 1H,J = 2,0 Hz, H.a); 7,95 (s, 1H, Bin);
7,78 (dd, 1HJ = 8,5 Hz,J = 2,0 Hz, H.); 7,59 (d, 1HJ = 8,5 Hz, H.A); 4,79 (dd,
1H, J = 13,7 Hz,J = 3,6 Hz, CH-Im); 4,51 (dd, 2H2J.r = 47,4 Hz,J = 4,4 Hz, CH-

F): 4,49 (dd, 1H,) = 14,0 HzJ = 8,8 Hz, CH-Im); 4,28-4,17 (m, 1H, CH-OH) ppm.
¥C-RMN (75 MHz, CXOD): § 137,0 (C4); 132,5; 131,4; 130,6; 126,6; 124,5; 124,4
(C5m); 85,5 (d, 1C1Ncr = 171,2 Hz, CHF); 69,7 (d, 1C4c.F = 19,3 Hz, CH-OH);
53,1 (d, 1C3Jcr= 7,7 Hz, CH-Im) ppm.
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IR (KBr): vmax 3392, 1527; 1487; 1395; 1336; 1136; 1029; 800.cm

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCisH11Cl,FNsOs [M]*: 334,0156;
Encontrado [M]: 334,0166.

4.8. Sintesis de 2-acetilaminoimidazoles 4(5)-sustdos
4.8.1. Procedimiento general

Método A!®P Una disolucién de 2-halo-acetofenona (1,98 mmol) y
acetilguanidina (0,60 g; 5,94 mmol) en MeCN anhiqd® mL) se calentd en
microondas (300W, 100 °C) durante 10 minutos b#joosfera de argon. Una vez
trascurrido el tiempo de reaccidén se concentrd ézata hasta mitad de volumen. El

residuo se filtré y se lavé con agua fria.

Método B. Una disolucion de 2-halo-acetofenonagdhy@nol) y acetilguanidina
(0,60 g; 5,94 mmol) se calenté en microondas (30000,°C) durante 10 minutos bajo
atmosfera de argon. Una vez trascurrido el tiemgredccion se afiadié agua (1 mL), se

trituré en bafo de ultrasonidos durante 10 minytss filtro.
4.8.1.1. 4(5)-fenil-2-acetilamino-#i-imidazol (48a)
Siguiendo el método A, a partir de 2-bromoacetafen®,39 g; 1,98 mmol),

acetilguanidina (0,60 g, 5,94 mmol) y calentand@18 °C seobtuvo 48a como un

sélido blanco cristalino.

185 5oh, H. C.; Chui, W. K.; Lam, YI. Comb. Chen2008 10, 118-122.
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Rendimiento: método A 56%

N
método B 44% @‘@\

P.f.. 228-229 °C (EtOH)(L{f>*230-231 °C)

'H-RMN (200 MHz, DMSO-@): & 7,71 (Sncho 1H, NH); 7,68 (srcno 1H, NH): 7,32 (d,
2H,J=7,2 Hz, Hea); 7,20 (M, 4H, Has.a+ Hsam); 2,05 (s, 3H, COCE ppm.

3C-RMN (75 MHz, DMSO-@): 5 169,0; 140,8; 135,6; 134,2; 127,9 (2C); 125,7;423
(2C); 108,7; 22,3 ppm.

4.8.1.2. 4(5)p-Tolil-2-acetilamino-1H-imidazol (48c)

Siguiendo el método B, a partir de 2-bromo-4"-raegtofenona (0,10 g; 0,47
mmol), acetilguanidina (0,14 g, 1,40 mmol) y caéerto a 110 °C sebtuvo48c como

un sélido marrén.

Rendimiento: método B 33% Wi
H NHCOCH,;

P.f. 209-210 °C(EtOH) (Li°*210-211 °C)

'H-RMN (200 MHz, DMSO-@): & 11,54 (§ncho 1H, NH); 11,19 ($icho 1H, NH); 7,57
(d1 2H1‘] = 811 HZ) H,G-AI’); 7108 (d! 2H!‘] = 811 HZ) H,S-AI’); 6)93 (S) 1H! |5|-Im); 2)26 (sy
3H, CHy); 2,05 (s, 3H, COCE ppm.

1652 jttle, T. L.; Webber, S. El. Org. Chem1994 59, 7299-7305.
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4.8.1.3. 4(5)p-metoxifenil-2-acetilaminoimidazol (48d)

Siguiendo el método B, a partir de 2-bromo-4"-raegtofenona (0,10 g; 0,44
mmol), acetilguanidina (0,13 g, 1,30 mmol) y caderato a 130 °C smbtuvo48d como

un solido blanco.

Rendimiento: método B 38% o C \//\JN\
P.f.: 218-219 °C (EtOH) (Li**220-221 °C) / N~ TNHCOCH,

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,60 (d, 2H,J = 8,5 Hz, Hea); 7,07 (S, 1H, Him);
6,94 (d, 2H,J = 8,5 Hz, H5.4); 3,83 (s, 3H, Ch); 2,09 (s, 3H, COCE ppm.

4.8.1.4. 4(5)p-clorofenil-2-acetilamino-1H-imidazol (48e)
Siguiendo el método B, a partir de 2-bromo-4"-raegtofenona (0,10 g; 0,43

mmol), acetilguanidina (0,13 g, 1,28 mmol) y cadento a 130 °C sebtuvo 48¢€°>2

como un sélido marrén.

Rendimiento: método B 36% f rv
P.f: 214-215°C C|,®/(H)\ NHCOCH

185ag0h, C. H.; Chui, W. K.; Lam, Yd. Comb. Cherr2008 10, 118-122.

270



Parte experimental

'H-RMN (300 MHz, DMSO-@): 8 11,67 (Sncho 1H, NH); 11,22 ($iche 1H, NH); 7,70
(d, 2H,3=8,3 Hz, He.a); 7,34 (d, 2HJ = 8,3 Hz, H5.4); 6,93 (s, 1H, BHy); 2,05 (s,
3H, COCH) ppm.

4.8.1.5. 4(5)p-bifenil-2-acetilamino-1H-imidazol (48f)
Siguiendo el método B, a partir de 2-bromo-4"-raegtofenona (0,10 g; 0,36

mmol), acetilguanidina (0,11 g, 1,09 mmol) y cademio a 130 °C sebtuvo 48f°?

como un soélido marron.

Rendimiento: método B 52% N
O~
P.f.. 273-275 °C (EtOH) N~ NHCOCH;€

'H-RMN (200 MHz, DMSO-@): & 11,66 (Snche 1H, NH); 11,25 (Sioho 1H, NH); 7,81-
7,60 (m, 5H); 7,48-7,31 (m, 5H); 2,06 (s, 3H, CQEppm.

4.9. Hidrdlisis de 4(5)-fenil-2-acetilamino-H-imidazol (51a)

Una disolucion det8a (0,20 g; 0,99 mmol) en una mezcla de MeOyJHL:1
(18 mL) que contiene un 20%,80,, se calentd en microondas (300 W; 100 °C)
durante 10 minutos bajo atmdsfera de argon. Trandoueste tiempo, se evapor6 el
MeOH, y el precipitado formado se filtré para dashl de sulfato, que se convirtié en
una base libre ajustando el pH~9-10 por adiciéruda disolucion KOH (5%). El

precipitado se filtr6 para dada (0,15 g; 95%) como un sélido blanco cristalino.

18%agph, C. H.; Chui, W. K.; Lam, Yd. Comb. Chen2008 10, 118-122.
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Rendimiento: 95%

/ N
P.f.: 243-244 °C (Lit*® 245 °C) %

H NH,

'H-RMN (300 MHz, DMSO-g): & 7,56 (d, 2H,J = 7,2 Hz, H.a); 7,24 (t, 2H,J = 7,2
Hz, Hn.a); 7,06 (t, 1H,J = 7,2 Hz, H.a); 6,95 (S, 1H, Bim); 5,77 (Sncho 2H, NH)

ppm.

4.10. Diazotacion de 2-amino-5-fenilH-imidazol (57)

51a (0,12 g; 0,75 mmol) se disolvid en una mezcla g@ k8 mL) y AcOH (8

mL). Se afadié gota a gota HB{@E8% en peso en agua) (2 mp)se enfrid en un
criostato a 0 °C. Cuando todo se disolvié, se afiddNG (0,41 g; 6,06 mmol) poco a
poco manteniendo la temperatura de reaccion. Undfimalizada la adicién se dejé
agitando a 0 °C durante una hora. Transcurridotiestgo, la reaccion se dejo agitando
durante 20 horas a temperatura ambiente. La medlaeaccion se concentré a
sequedad y se purificd por cromatografia en coluderagel de silice eluyendo con
DCM/MeOH (96:0,4) para dd&7 (0,163 g; 56%) como un solido amarillo.

Rendimiento: 56%

P.f.. 191-192 °C (MeOH)(Lff° 193 °C) N—
P

H,N" 0

248 Nath, J. P.; Mahapatra, G. Mdian J. Chem., Sect. B: Org. Chem. Incl. Med.@H®8Q 19, 526-
528.
249 Hemming, K.Sci. Synth2004 13, 127-184.
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H-RMN (300 MHz, CDC}): 6 8,26 (d, 2HJ = 7,6 Hz, H.o); 7,64 (t, 1HJ = 7,6 Hz,
Hp-Ar); 7,49 (t, 2HJ = 7,6 Hz, Hh-ar); 6,15 (Sncho 2H, NH) ppm.

¥C-RMN (125 MHz, CDC}): 5 182,1; 165,7; 134,5; 130,6; 128,9 (2C); 128,7 (2C)
125,8 ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ealculado paraqHgNz0, [M]*: 190,0611; Encontrado
[M] *: 190,0632.

IR (KBI): vimax 3406 (NH); 1655 (C=0); 1497 (C=0); 1227; 916; 733tm
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Tabla 4.1.Datos cristalograficos d&7.

Compuesto 57
Formula empirica §H-N30,
M 189,18
Simetria Monoclinico
Grupo especial P 2
Volumen (&) 874,8 (12)
a (A 11,227 (11)
a (°) 90
B 95,07 (5)
c A 13,976(10)
v (°) 90
V4 4
Dclac. (Mg.nv) 1,736
F(000) 392
g (mm) 0,106
Reflexiones Unicas 2021
Reflexiones observadas
[F>40(F)] 1035
R1 0,0411
wR2 0,1124
GOF 1,019
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También se aislaron los compueSfoy 67 como soélidos blancos.

Rendimiento: 15%

=N
0 N/)\NHZ

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 8,01 (dd, 2H,) = 7,9 Hz,J = 1,4 Hz, H.»); 7,65 (ttap,
1H,J=73HzJ=75HzJ=1,2Hz, H.a); 7,55 (tap, 2H) = 7,5 Hz,J = 7,9 Hz, K.
Ar); 6,88 (Sncho 2H, NHZ) ppm

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ecalculado paraCoHgNzO [M]™: 174,0666; Encontrado
[M]™: 174,0658.

Rendimiento: 14%
NH

'H-RMN (300 MHz, CROD): § 7,50 (dd, 2H, = 8,0 Hz,J = 2,1 Hz, H.a); 7,33 (m,
3H, Hym-an); 7,49 (t, 2HJ = 7,6 Hz, Hh.ar); 6,15 (Sncho 2H, NH) ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/@alculado par&eHioN30, [M] *: 192,0771; Encontrado
[M]™: 192,0764.
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4.11. Oxidacion de 4(5)-fenil-2-amino-i-imidazol (72)

A Una disolucion déla (0,29 g; 1,79 mmol) y (NPsM070,4.4H,0 (0,22 g;
0,18 mmol) en MeOH (28 mL) y 4@ (59 mL), se le afiadi6é gota a gota (2,8 mL; 21,48
mmol) de HO, al 30%. La mezcla de reaccién se dejé agitandanter24 horas a
temperatura ambiente. Una vez finalizado el tiendgoreaccion el disolvente se
concentré a sequedad y el sélido amarillo obtesiedraté con O (10 mL) y se
basificé con una disolucion de KOH (5M) hasta pH:y se extrajo con AcOEt (3 x
10 mL). Los extractos organicos reunidos se secasarNaSO, anhidro. El desecante
se filtrd y el filtrado se concentré a sequedad 72 (0,163 g; 56%) como un sélido

amarillo.
Rendimiento: 56% N;=o
P.f.: 161-162 °C (Lt>° 162-164 °C) ] ’\}—NHZ
2

'H-RMN (300 MHz, CRROD): 6 8,06 (d, 2HJ = 7,9 Hz, He.a); 7,45 (m, 1H, Ha);
7,42 (d, 2HJ=7,9 Hz, H 5.A;) ppm.

3C-RMN (125 MHz, CRQOD): § 179,7; 164,9; 139,9; 132,1; 129,7 (2C); 128,9 (2C)
ppm.

HRMS (TOF-APCI-POS): m/ealculado paragH1oNzO [M]*: 164,0822; Encontrado
[M]™: 164,0822.

20 Kkurzer, F.;J. Chem. Sod.956 4524-31.
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IR (KBI): vinax 3350; 1664; 1413; 1367; 718; 685tm

Andlisis elemental(CgHgN3O). Calculado: C (58,88); H (5,56); N (25,75); Entado:

C (58,65); H (5,68); N (25,68).

Tabla 4.2.Datos cristalograficos dé2.

Compuesto 72
Férmula empirica £HoNSO
M 163,18
Simetria Ortorombico
Grupo especial P bca
Volumen (&) 3413,2(10)
a(A) 15,6021(15)
a (9 90
B 90
C A 22,221(4)
v (°) 90
Z 16
Dclac. (Mg.m®) 1,270
F(000) 1376
g (mm) 0,089
Reflexiones Unicas 3925
Reflexiones observadas
[F>40(F)] 2330
R1 0,0467
wR2 0,1367
GOF 1,032
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Conclusiones

Durante la presente Tesis Doctoral se ha realilmdtntesis de FMISQLE), de
nuevos derivados lipofilosb-j y de los precursore&-o. Con los derivados lipéfilos de
FMISO se llevaron a cabo estudios de voltametiGhcaj toxicidad y permeacion. A
partir de los precursor@a-ose estudié la radiosintesis de los derivad$g-fLb-oy su
fijacién en tejido hipoxico.

* Se ha conseguido una mejora en la sintesis daeligm@da de FMISO
(1a) descrita por Oh ycol.,, que permite prepararlo aumentando el

rendimiento global de un 21% a un 33%.

3 pasos
HO OH
/Y\ o k(\ ore
OH —
o
14 C(
Global (Oh y col. Ref. 106): 21% O 7a
Global: 33%

Esquema 5.1

* Se ha descrito un nuevo método alternativo de séntkel precursora
mas eficiente. La sintesis solo requiere la pwadign por cromatografia
en columna en dos pasos de reaccion, obteniendendimiento global

del 60% a partir del aceténi@2 como producto comercial.
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4 pasos )& \ /\(\ OTs
CH 7

TsO/\<_ XC o 33 — N _ OTHP

7a

Rto global: 60%

Esquema 5.2

Se han sintetizado los precursoiso. Para la preparacion déd-o,
etapa de introduccion del fragmento responsablautakento de lipofilia,
se utilizo la reaccion de Suzuki-Miyaura, tantocemdiciones clasicas
como acelerada por microondas, a partir7dey 33b. El proceso en
condiciones clasicas a partir die resulté ser el mas eficiente.

B/ N ots A /TN Y TOTs Br—/ N ToH
N o) N= (0] - = OH
NO, ’ NO, -~ NO,

o) (©)
e 7d-0 33b
Figura 5.1

Se ha realizado un estudio de la reaccién de ftidmmade7a en frio y se

han preparado los derivadba-|.
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1a

Figura 5.2

* Se ha realizado una sintesis verde de 2-acetilafiard-imidazoles
partiendo deoa-bromoacetofenonas M-acetilguanidina 50), mediante

calentamiento por microondas en ausencia de distagve

Ar
NYNH 48 a, c-f
HAc
Figura 5.3

* Se ha llevado a cabo un estudio por voltametriécaide los derivados
lipéfilos 1b,d-gvs FMISO (La), encontrando que todos ellos se reducen
mas facilmente quea.

e Se han realizado ensaywsvitro de viabilidad/mortabilidad en cultivos
primarios de células corticales de rata (neuronatesctos) para estudiar
la toxicidad de los derivados lipdfilodb,d-e,g vs FMISO (La),
resultando quéos derivados no muestran mayor toxicidad que FM#&SO
las concentraciones estudiadas. El derivaddR = Ph) resulté ser el
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menos toxico. Ademas, ninguno de los compuest@pancrementar la
muerte celular.

« Se ha estudiado la radiosintesis tf&]f1a-j a partir de los precursores
7a-j y se han comparado con la radiosintesis a paetipkcursor7a

adquirido en la casa comercial ABX, destacando que:

» No se aprecian diferencias significativas paraaldiasintesis de
['®F]-1a a partir del precursasintetizado en nuestro grups al

adquirido en la casa comercial ABX.

> La radiosintesis déJF]-1b ha mostrado ser menos eficiente que
la sintesis de'{F]-1a cuando se aplicaron las condiciones del

método optimizado pard®F]-1a

» No se ha conseguido la radiosintesis de ninguriosdderivados

arilos hasta el momento.

=l

78] [18F]-1a-]

R _/\N/\/\OTS 1) [KryptofixK]* 2F ICHON _(/\N/\/\ 18
OTHP > N= OH

NO, 2) HCI 1IN NO,

Esquema 5.3

* Se han estudiado las condiciones de radiosinteseé7g encontrando
gue es necesaria la presencia d€®; en el reactor y la importancia de
realizar varios ciclos de evaporacion azeotropiaea mue la etapa de

fluoracién transcurra con buen rendimiento.
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Meo—<C:>>_<y\N/«\(f\oTs
N’ko
NO,

19

79

Figura 5.3

« Se ha llevado a cabo un estudio de la fijacion ‘t-La vs [*®F]-1b

mediante PET en cerebro hipoxico de rata, destacqunet

> [¥F]-1b muestra una fijacién cualitativamente similar a la
obtenida con el nitroimidazol de referencid®F[-FMISO,

permitiendo discernir el area hipoxica de la lesiéon

> [*®F]-1b podria ser utilizado como un nuevo radiotrazadwap
localizarin vivo y de forma minimamente invasiva la extension

del area isquémica.

* Se ha estudiado la permeaciénldelb y 1d a través de un modelo de
barrera hematoencefaligavitro, resultando que el orden de permeacion
encontrado parday 1d estad en concordancia con los valores relativos de
coeficientes Clog P, sin embardidy no cumple la regla probablemente

debido al metabolismo celular.
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Summary

Hypoxia is a pathological condition in which thedy as a whole or a particular
region is deprived of an adequate oxygen supplypoAdia has been shown to be present
in many disease states, such as anemia, hemorripageimonia, lung disease,
cardiovascular disease and carfcéthe degree of hypoxia is highly relevant in
functional recovery in ischemic events such asksti@and myocardial ischemia but, in
particular, tumor hypoxia is an important determinaf treatment response, relapse-
free survival, and overall prognosis, which is ipeledent of the treatment modality
used in cancer patient3® Previous efforts to evaluate hypoxia have centeneoh
invasive assessment, but the emergence of newtnackos has allowed the noninvasive
assessment of hypoxia, with the most extensivelgstigated and validated positron
emission tomography (PET) hypoxia radiotracer te deing {°F]-fluoromisonidazole
((**F]-FMISO)!* FMISO (la) is a derivative of the 2-nitroimidazole group of
compounds, which has the chemical structure 1-dki(2-nitro-imidazol-1-yl)-

propran-2-ol (Figure 6.1).

fN/\/\F
_| on
e,

la

Figure 6.1.FMISO

FMISO enters cells by passive diffusion, and thisn reduced by nitroreductase
enzymes. In normoxic cells, FMISO is quickly regeated from the reduced compound

by reoxidation and its metabolites do not accuneulatowever, in hypoxic cells, the

! Semenza, L. GPhysiology2009 24, 97-106.

°® Tatum, J. L.; Kelloff, G. J.; Gillies, R. J.; Aely, J. M.; Brown, J. M.; Chao, K. S. C.; Chapmam.;
Eckelman, W. C.; Fyles, A. W.; Giaccia, Aldt. J. Radiat. Biol2006 82, 699-757.

koo, S. S.; Abbott, D. F.; Lawrentschuk, N.; SéatM. Mol. Imaging Biol.2004 6, 291-305.

' ee, S.T.; Scott, A. MNuc. Med2007, 37, 451-461.
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low oxygen partial pressure prevents reoxidation FMfiISO, resulting in tracer
accumulation. This accumulation can be detectedPBYy, a non-invasive method to
detect hypoxia. In anoxic conditions, tissue becomecrotic and reduction is not

observed?

In spite of its widespread use as a radiotracerhigroxia, FMISO has slow
uptake and slow clearance and consequently itséroagtrast is potentially limited
The development of new lipophilic compounds as REdin hypoxia markers is of
current interest therefore, since these markerkl @dhibit even more rapid localization
in hypoxic tissue, with a greater BBB permeabilityd a lower toxicity than FMISO.

A large number of hypoxia radiotracers have begonted in recent years
mostly based on the 2-nitroimidazole moiety. Howeve date, 1*F]-FMISO remains
the most widely studied PET hypoxia radiotracepath animals and humaf¥.

In this context, this Thesis has focused on theth&gis of new lipophilic
analogs of FMISO, which bear a lipophilic substityyelike bromo, aryl or styryl
groups, at the C-4 position on the imidazole rifigese FMISO derivatived &-j) have

been prepared from their respective precursorsi(€ig.2).

1 Lee, S.T.; Scott, A. MNuc. Med2007, 37, 451-461.
Blkronhn, K. A.; Link, J. M.; Mason, R. B. Nucl. Med2008 49, 129S-148S.
%2 Hicks, R. J.; Doerow, D.; Roselt, @ancer Imagin2006 6, S102-S106.
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R1= Br, aryl, styryl

—> R2=H, Br
OTs v OTs  — K(\F '

Figure 6.2

In addition, a new synthetic approach to the msmuof [°F]-FMISO has been
developed. Three different tosylation methods wsttelied for the preparation of the
key intermediate 22). The overall yield was markedly higher than thosported in
previous synthesis (Scheme 6.1).

)\ OTs
fe} CH, 4 Steps \ /~N
Tso/\<_ g«c Hs e \) OTHP

22 7a

Yield: 60%

Scheme 6.1

A series of lipophilic precursor 7b-0) have been synthesized via
bromoderivatives’b and 33b, which were used as substrates for the Suzuki-Maya

cross-coupling reaction to givia-o (Figure 6.3).
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_(\N/\/\OTS .(/\N/\/\OTS ‘/\N/\/\OH
\j O — /kNO
2
33b
Figure 6.3

Radiolabeling experiments with®F have been carried out oha-j in a
radiopharmaceutical laboratory. However, limitatowere found in the proposed
radiolabeling strategy, and the aryl analogs hasebeen successfully radiolabeled to
date. Bromo analo@b has been radiolabeled, but its radiosynthesisqutdo be less
efficient than the’F]-FMISO process (Scheme 6.2).

o /\/\OTS 1) [KryptofixK]* 16F- /CH3CN o N/\/\18F
/k OTHP /(

NO, 2) HCI IN
7a] [18F]-La-]

Scheme 6.2

During the course of this work, the precurs@ksj were converted intdb-

lipophilic analogs of FMISO (Figure 6.4).

Ry
\X\N/\/\F R1 = Br, Ar
/k OH Rz =H, Br
N
NO,
1 b

Figure 6.4
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Summary

A cyclic voltammetric study anah vitro toxicity assays were performed for the
synthesized analogs of FMISO, and each of the geafwoved to be more easily
reduced than FMISO. In addition, these derivatiielsnot show toxicity in rat cortical

neuronal and glial culturesgvehicle) at the concentrations tested (Figure. 6.5)

/NTYE
NO,

la-j

Figure 6.5

In order to predictn vivo blood-brain barrier (BBB) permeability from FMISO
and its derivatives, am vitro permeability assay ofa,1b and 1d was undertaken in
brain endothelial cellbEnd5). BBB permeation was found to correlaténvhte ClogP
coefficients of the analogka and1d. However,1b behaves unexpectedly and further

studies are needed in order to explain this result.
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7.1. Introduccion

En el afio 2010, realicé una estancia de tres nfiesexiada por la Universidad
de Alcala (Ayuda de Movilidad para el Personal biigador) en el grupo del Profesor
Finian Leeper en la Universidad de Cambridge, Reinalo, con el objetivo de ampliar

mi formacion predoctoral.

El grupo del Prof. Leeper ha trabajado dentro dehmo de la sintesis de
productos naturales, catalizadores, enzimas y aneszjuimicas, biosintesis, asi como
en la sintesis de nuevos agentes de contraste RbryNhuevos radiotrazadores para

PET utilizando una metodologia moderna de sintegénica: la quimica “clic”.

Durante mi estancia en la Universidad de Cambridg&abajo se centrd en la
preparacion de nuevos ciclooctinos como precursaes radiofdrmacos para
posteriormente ser utilizados mediante reaccioedsiatonjugacionn vivo a traves de
la quimica clic. En la actualidad existe un gramarb de aplicaciones con este tipo de
reacciones con los mas variados objetivos, comdgiuser, por ejemplo, técnicas de
radioetiquetado o marcaje de biomoléculas con sofidarescentes.

El concepto de quimica clic fue introducido por Phess ycol. en 20073
Define un tipo de quimica pensada para generarosueympuestos de manera rapida,
eficiente y fiable mediante la union de unidadesuetirales de menor tamafio
mediante enlaces carbono-heteroatomo (C-X-C). kgsisitos que deben cumplir las
reacciones clic son: rendimientos altos, condigahe reaccion simples, alta economia

atomica y aislamiento y purificacion sencilla. Teegran importancia en areas como la

#33) Kolb, H. C.; Finn, M. G.; Sharpless, K. &8ngew. Chenr2001, 113 2056-2075. bAngew. Chem.
Int. Ed.2001, 40, 2004-2021.
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modificacion de biomoléculas, quimica supramolegutéencia de los materiales y

nanotecnologi&*

Huisgen describi0 una de las reacciones mas uglesbiomedicina, las
reacciones de cicloadicién [1,3]-dipolares con toéttomos mediante la cicloadiciéon
1,3-dipolar entre azidas y alquinos (Esquema®?*1$u elevado rendimiento quimico,
la sencillez de las condiciones de reaccion, ldidad de purificacion, la aplicabilidad
en una variedad de disolventes (incluido el agua)nyrango amplio de pH vy la
tolerancia de un gran numero de grupos funciondlase que esta reaccidon sea un
prototipo de quimica clit® Las altas temperaturas de reaccién y la falta de

127 y Meldal y col.?®" describieran la

regioselectividad hizo que Sharplesscyg
formacion regioselectiva de triazoles 1,4-disuitds a temperatura ambiente mediante

la reaccidén de Huisgen catalizada por Cu (1).

R
Re R, ,{12
N 7
N N R —— R—= + NyR, —>= N ) )
a W
) Nl + N 80 °C Cu(® N
R N t.a Ry

Esquema 7.1a) Reaccion de Huisgen; Rpaccion de cicloadicién 1,3-dipolar catalizada@or(l).

Una aplicacion muy novedosa de la quimica cliciembdicina se encuentra en
las reacciones de bioconjugacfBi. La reaccion clic es especialmente Util en

biomedicina por varias razones. Por un lado, lo&3%riazoles generados son

%54 3) Sletten, E. M.; Bertozzi, C. Angew. Chem., Int. E®009 48, 6974-6998; b) Moses, J. E.;
Moorhouse, A. DChem. Soc. Re2007, 36, 1249-1262.

5 Huisgen, RAngew. Chem. Int. EA963 2, 633-645. bAngew. Chem. Int. EA963 2, 565-598.

% Rostovtsev, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; $pless, K. BAngew. Chem. Int. E@002, 41, 2596-
2599.

%" Tornoe, C. W.; Christensen, C.; Meldal, 8.0rg. Chem2002, 67, 3057-3064.

8 New K.; Brechbiel, M. W. Canc. Biother. Rad. 2028, 289-302.
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espaciadores (Linkers) ideales. Son muy solublesagna, lo que facilita su
administracionin vivo, y estructuralmente son muy similares a los eslgaptidicos
gue estan presentes en las proteinas, pero sinrgonban mas robustos frente a las
reacciones de hidrolisis enzimaticas. A pesar dessuen la sintesis de numerosos
radiomarcadores, hasta la fecha, no se ha utilinaduno en clinica, debido en parte a
las dificultades asociadas para quitar las trazmsabre, las cuales muestran una

toxicidad incluso a niveles bajos en humafids.

Bertozzi y col. han sido pioneros en el desarrollo de una clapectal de
alquinos ciclicos que no necesitan la presenci@bdee para reaccionar por cicloadiciéon
[3+2] con azidas. En 1961, Wittig y Krebs describiela reaccion entre el cicloalquino
mas pequefio y estable (ciclooctino) y la fenil azigue ocurria explosivamente para
dar un Unico producto, el triaz8f El desarrollo de los alquinos ciclicos tensionados
permiten el estudio de la dinamica de los glicapesentes en la superficie de las
células, los cuales son fundamentales para el goode sefializacion celular durante el
desarrollo, ademas de estar implicados en otrosepos relacionados con las
infecciones bacterianas vy virales, asi como erespuesta del sistema inmunolégico
frente a ellas. Bertozzi ha desarrollado una métgd® consistente en suministrar al
organismo en estudio, monosacaridos no naturakesoptienen un grupo azida en su
estructura. La maquinaria metabdlica celular esazage asimilar estas moléculas,
incorporandolas y distribuyéndolas en diferentesiqmiy a distintas concentraciones en
las superficies celulares del organismo. Postegats) se le suministra una sonda
fluorescente con un grupo alquino presente en tsuctsra que es capaz de reaccionar

unicamente con los glicanos que poseen una azida estructura. De esta manera, se

29 Brewer, G. J.; Clin. Neurophysiol. 2010, 121, 48®; Ala, A.; Walker, A. P.; Ashkan, K.; Dooley, J.
S.; Schilsky, M. L. Lancet, 2007, 369, 397-408.
20\ittig, G.; Krebs, AChem. Ber1961, 94, 3260-3275.
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puede visualizar en tiempo real la distribucionedéos glicanos en diferentes tejidos
(Figura 7.1)%%%62

Sonda
Sonda J
\
NH
AC? OAc
X\ -0 - N
\_— OAc F T
AcO — \ ; 0
w
HN \r/\ N, -
| N,
o} \ i \\
P T
-/AD GalNAc derivatizada !:35}/—\\\ DIFO
) &
(—/ Asimilacion e incorporacion & ’Q” Quimica clic
Embrion en el metabolismo = sin cobre

Figura 7.1. Quimica clicin vivo desarrollada por Bertozzi: Ls-azidoacetilgalactosamina (GalNAc) se
incorpora al metabolismo de un embridon de pez dwacePosteriormente se suministra una sonda
fluorescente con un ciclooctino en su estructueegicapaz de reaccionar con los grupos azidanpesse
en el embrién sin la necesidad de la presenci@bieecTomada de Ref. 263a.

7.2. Discusion de resultados
Desde una perspectiva estructural, el cicloo@@Esquema 7.2) representa un
objetivo sintético de interés ya que contiene daisusidades idénticas conectadas

mediante dos ciclaciones intramoleculares.

7.2.1. Sintesis del ciclooctino 92 (TMDIBO)

Se llevé a cabo la sintesis del tetrametoxidibeokmmctino TMDIBO ©2),
como marcador selectivo de azidoglicanos en larBagecelular, la cual fue publicada

261 Mann, E.SEBBM2011, 169 12-16.

%2 3) Laughlin, S. T.; Baskin, J. M.; Amacher, S. Bertozzi, C. R.Science2008 320, 664-667; b)
Baskin, J. M.; Prescher, J. A.; Laughlin, S. T.aédy N. J.; Chang, P. V.; Miller, I. A.; Lo, A.; @elli,
J. A.; Bertozzi, C. RPNAS 2007, 104, 16793-16797. c) Sletten, E. M.; Bertozzi, CQRg. Lett 2008
10, 3097-3099. d) Fokin, V. VACS Chem.. BioR007, 2, 775-778.
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posteriormente por Leeper opl. 2% inspirado por el trabajo de Seitzcpl. quienes
encontraron qué®2 era muy estable, mientras que el ciclooctino simpgs metoxi
descomponia en pocos dias a temperatura am®ds.un compuesto estable tanto en

condiciones basicas como acidas. Para acceg2rseplanted una sintesis a partir del

acido93 (Esquema 7.2).

I | reactivo |
o o BHs-THF o] OH Dess-Martin o _0
OH periodinano D/\/
—> — =
(|3 THF <|3 DCM, t.a., 1 h. o
0°C, 45 min. 99% |
93 87% 94 95
TMSI, DCM, BuLi, THF O\
B oo S OO
e Tem
96
TBSCI, piridina
DCM t.a, 18 h, O.O Brz, DCM O.O
82% -20 °C, 5 min.
9g  OTBS 99 oTBS
BuOK

N- metllplperacma O O O TBAF THE
THF, t.a, 1 h 0°C, 1 h O O
76% (3 etapas)

OTBS
100 92

Esquema 7.2 Sintesis de TMDIBO.

23 stgckmann, H.; Neves, A. A.; Stairs, S.; Irelarebehini, H.; Brindle, K. M.; Leeper, F. Chem. Sci
2011 2, 932-936.
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En primer lugar, se realiz6 la reduccion del grdpalo a su correspondiente
alcohol con el complejo B THF a 0 °C durante 45 minutos, obtenief®docomo un
aceite con un rendimiento del 87%. El alcohol sinfigar se oxidd con el reactivo de
Dess-Martin en condiciones habituales para datdeh#&o95 como un aceite con un
99% de rendimient®* La formacién del éte®6 es el resultado de la condensacion en
el oxigeno aldehidico seguida de una doble reaad®dalquilacién de Friedel-Crafts
con ciclacién intramolecul&f® La reaccién se llevé a cabo utilizando yoduro de

266 como reactivo, a -78 °C en cloruro de metilenoadteg 2 horas,

trimetilsililo
obteniendo un rendimiento del 95% después de laista@izacion con MeOH.
Posteriormente el solido obtenido se traté con Behi THF durante 2 horas a
temperatura ambiente para generar el ciclooc®mmon un 97% después de purificado
mediante cromatografia en columna de gel de sik@ga la proteccion del grupo
hidroxilo del cicloocteno97 se utiliz6 TBSCI en cloruro de metileno anhidro a
temperatura ambiente. Después de dos horas dedaraecobtuvo un 82% (mediante
cromatografia en columna de gel de silice) de cotEno protegido982°’ La
bromacién del alquen®8 con Brk en cloruro de metileno a -20 °C condujo al proaluct
dibromado99, que por tratamiento del crudo de reaccion con llpiracina yt-
BuOK en THF permitié prepard00. Por ultimo la desproteccion del grupo TBS con
TBAF, sin purificacion previa, condujo al produdioal TMDIBO (92), que se obtuvo
por precipitacion en el medio como un sélido blacoo un buen rendimiento (76% en
3 pasos de reaccion). La sintesis solo requiengutdicacion por cromatografia en
columna en dos pasos de reaccion, obteniendo winremto global del 57% a partir

del alcoholR4 como producto comercial.

#4Kraus, G. E.; melekhov, Al. Org. Chem1999,64,1720-1722.

255 Maurin, C.; Bailly, F.; Cotelle, Pletrahedor2005 61, 7054-7058.

% Jung, M. E.; Mossman, A. B.; Lyster, M. A.Org. Chem1978 43,3698-3701.
%7 Jung, M. E.; Miller, S. . Am. Chem. So&981, 103 1984-1992.
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7.2.2. Sintesis de posibles candidatos a nuevos ichzadores por acoplamiento
con DOTA

A partir del ciclooctino TMDIBO92 se pens6 en modificar la cadena alifatica
con grupos de diferente polaridad para obtener waréedad de productos como
carbamatos y carbonatos que posteriormente seauidh para el acoplamiento con
diferentes complejos de DOTA-Gd para estudios dé MEBPECT.

Inicialmente TMDIBO fue derivatizado a su carbondé&4-nitrofenilol01 por
reaccion con cloroformiato de 4-nitrofenilo y pirid en cloruro de metileno a
temperatura ambiente (Esquema 7.3). La reaccion X con 1-(2-
hidroxietil)piperacina y 4-dimetilaminopiridina estoruro de metileno a temperatura
ambiente condujo después de 4 horas al alctB@lcon un 79% de rendimiento.
Posteriormentel02 se traté con piridina y cloroformato de 4-nitraferen cloruro de
metileno a temperatura ambiente, sin embargo, éesga 7 dias de reaccion, no se
formo el carbamatd03 esperado. A la vista de estos resultados, se @raagaccion
de esterificacion del alcohdl02 con anhidrido succinico en medio basico para Har e
acido 104 con un 75% de rendimiento, que a continuacion rs¢o tcon N-
hidroxisuccinimida y PyBOP (reactivo de acoplamiepéptidico, sustituto del reactivo
BOP), pero no hubo conversion después de dos hideaseaccion. Cuando el
ciclooctino 104 se hizo reaccionar cd-hidroxysuccinimida y EDC (agente activante
del grupo carboxilico para la formacion de amidas)presencia de DIPEA y DMAP se
obtuvo 105 después de 48 horas de agitacion a temperaturgergelzon un 47% de
rendimiento. Por otro lado, se ensay0 ademas taitggadel acidd. 04 con bencilamina
y EDC en medio bésico pero después de 48 horasadeion no hubo formacion del

producto.
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92 OH
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Esquema 7.3Sintesis de precursores.
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También, se ensayaron otros derivados a particatblonatolOLl La reaccion
de 101 con 3,6-dioxaoctil-1,8-diamina en medio basico daruto de metileno
proporcion6 106 después de 3 horas de reaccion a temperatura ramb(€9%
rendimiento) (Esquema 7.4). La adicion de acidoN-(terc-
butoxicarbonil)aminooxiacético, PyBOP y DIPEA cojuda la formacion da07, pero
cuando éste se tratdé con TFA a 0 °C no se produjdesproteccion después de 5

minutos, observando la descomposicién del produetpartide®®

I __
o OOO SN 3,6-dioxaoctil- OOO
- 1,8-diamina o.
cl) 0 DIPEA HOJ\/ “NHBoc
(@]
Oﬁ/

DCM, t.a., 3h
49% PyBOP, DIPEA

o H\\\ DCM, t.a., 17 h
3 3
106 \\

o}

| ! o NH,
= o
OO ey JOOOT
o 0~ 0°C, 5min. o O
| ! o
o</° 0o

< ¢
au e
107 \\ 108 \\\o
s "
x. 2

Esquema 7.4Intento de sintesis de la amib@8a partir del carbonatbO1.

#8Boons, G. J.; Guo, J.; Ning, X.; Wolfert, M. WOMBD67663 Al 20090522009
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A la vista de estos resultados la aml@® se tratdé con acidb-(9-H-fluoren-9-
ilmetoxicarbonil)aminooxiacético (preparado prevéante) y EDC lo que condujo a un
44% del09 La desproteccion posterior d@9 con piperidina en DMF a temperatura
ambiente condujo &10(55%) (Esquema 7.5%®

HO
}O
,0 | _ | J—
OOO Oy e
_— P
EDC DCM 0 0 DMF o) o
ta., 17h | o ta,55% | o
# 44% O# OQ(
N N
HL HO\_ HO\L
O\\\ 3\ O\\

o o o

\LH 110 \\\
106 \\\NHz 109 H NH
%o 2;0
o

/O v
FmocHN HoN

Esquema 7.5Formacién del carbamaid 0a partir del carbonatbO6.
7.2.3. Acoplamiento de moléculas precursoras con 0@

Gd-DOTA es un guelato ibénico macrociclico de gadoli con una alta
estabilidad termodindmica y una cinética rapfdd.a eficacia paramagnética del ién
Gd** se debe a la presencia de 7 electrones desapsreaeogenera una reduccion del
tiempo de relajamiento longitudinal T1, permitiendk esa manera un mejor contraste
de imagen. Los estudios clinicos confirman la busherancia del producto por via

intravenosa.

28 Boons, G. J.; Guo, J.; Ning, X.; Wolfert, M. WOMBD67663 Al 20090522009
%9 a) Caravan, P.; Ellison, J. J.; Mc.Murry, T. Jaufer, R. B.Chem. Rev1999 99, 2293-352. b)
Morcos, S. KEur. J. Radiol2008.66,175-179.
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En el grupo de investigacion del Prof. Leeper sa hdlizado tanto los
precursores comercialddl, 112y 113 de agentes de contraste (Figura 7.2), asi como
precursores de agentes de contraste sintetizadeklaboratorio a partir del producto

comerciallll,como son los ligandakl4y 115

HOOC

HOOC/\ —/ tBUO [ j HoOC\ |/ ﬁ / f:
f@ V«
OtBu

. °

\ | N__cooH
COOH
111 (p-NH,-Bn-DOTA)

tBuO

112 (DOTA-tris( t-Bu éster))

\_/ N—COOH
COOH

113 (DOTA-NHS-éster)

HOOC

HOOC
HOOC/\ / \ S HOOC/\ | \ )\\
[ NZ N
\_I \\COOH \ / \\COOH
COOH COOH

114 115

Figura 7.2. Diferentes estructuras de los complejos de DOTA.

En primer lugar, se sintetizaron los liganddst y 115 Para ellop-NH,-Bn-
DOTA (111 se tratd con tiosfosgeno 1M en cloroformo y siéagurante 3 horas a
temperatura ambiente. El produdid4 se identifico por HPLC-MS y a continuacion el
crudo de reaccion se disolvio en metanol y se afgdia a gota una disolucién de
hidrocloruro de etilendiamina en medio basico. Déspde una noche de agitacion la

reaccion condujo 415 como un soélido blanco (17%) (Esquema 7.6).
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HOOC HOOC
HOOC/\/ \ HOOC/\ —
tlofosgeno
Cloroformo
\ / \/COOH \COOH
COOH CO‘_IOH
111 (p-NH2-Bn-DOTA) 114
HOOC
Hy
hidrocloruro de HOOC/\ / \
etilendiamina
MeOH
\—/ \COOH
COOH

115

Esquema 7.6 Sintesis de DOTA-14y DOTA-115.

Una vez sintetizados los prescursores de radiatoaes, éstos se acoplaron con
los complejos quelantes Gd-DOTA para posteriormeateestudiados mediante MRI.
Asi, el alquinol01 se disolvio en DMF y se le afiadi6 @dNH>-Bn-DOTA (Gd-111),
DIPEA y 4-dimetilaminopiridina. Después de 18 hod#s agitacion se identifico el

productol16 mediante HPLC-MS (Esquema 7.7).

_ I _
ho o ) >
! o Bogos
00° HOOC/\ / \ | o
< E Gd NH; _DIPEA Ok(
o) + HOOC COOH

\ ( \_—COOH 4- d|met|Iam|no HN
COOH piridina N N
O,N DMF, t.a, 18h l/NI\Gj
\—COOH
101 Gd-111 116 COOH

Esquema 7.7 Acoplamiento del ciclooctin@01 con Gdp-NH>-Bn-DOTA (111).
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Posteriormente se ensayaron otros acoplamientesseajlievaron a cabo sin Gd.
Se estudio la solubilidad del ligandd5 que resulté ser insoluble en DMF, DCM y
MeOH y soluble en agua. Por otro lad@1 era soluble en esos disolventes e insoluble
en agua. Por ello, se llevd a cabo la reaccion aplamiento en agua/DCM, en
presencia de }¥CO; y TBABr (como agente de trasferencia de fase) patanerll?,
pero después de 24 horas de agitacion no se idérdif producto final por HPLC-MS.
Se repitid la reaccion de acoplamiento utilizanddSD como disolvente pero tampoco

se formo el producto deseado (Esquema 7.8).

H
| TBABT, K»CO3 ”/\/N)/H
0§( + ta., 24h 7;‘ K HOOC\
o] COOH N/} COOH
3 Y
Hooc/\ N
O,N 101 117 [ LN
HoOC U coon
( \_/ \/COOH

COOH
Esquema 7.8Intento de acoplamiento d®1con115.

Como consecuencia del acoplamiento sin éxito amierse ensayo el
acoplamiento del alquinb06y el ligandol14.Para ello, una mezcla de ambos en DMF
se tratd con DIPEA. Después de 24 horas de agitamidemperatura ambiente se
observo por HPLC-MS la formacion del produtttB (Esquema 7.9).
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HOOC
HOOC\I/\
O\; \/'\/COOH
DIPEA/DMF HN/‘<
O O COOH
ta., 24h O
/ o\ I
COOH
o 0
0

HOOC™ ™\

N &,
\\\ N N O, _NH
\\\ ( \__/ \—COOH | )
COOH Q o

o\\\
106 NH, 114 _g o-— 18

Esquema 7.9Acoplamiento del06 con el ligandd. 14.

Para finalizar con el proyecto se llevo a cab@&ccion de acoplamiento @66

con el liganddl13en las mismas condiciones indicadas anteriorm&mteembargo, la

reaccion no condujo al producto esperad® (Esquema 7.10).

HOOC}
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OQ@ {N }\/COOH
N—& DIPEA/DMF N Z\)
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7
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106 O\\\ 113 Q 119
NH> -0 O—

Esquema 7.10Acoplamiento del06 con el ligandd.19.
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7.3. Parte experimental
7.3.1. Sintesis del ciclooctino TMDIBO (92)
7.3.1.1. 3,4-dimetoxibenzaldehido (95)

Una disolucién de acido trimetoxifenilacéti¢®,00 g, 50,96 mmol), se disolvio
en THF anhidro (200 mL) bajo atmdsfera de argonag® y se enfrio a 0 °C. A
continuacion se afadié una solucion 1M desBHF en THF (100 mL, 100,0 mmol)
gota a gota durante 30 minutos y la mezcla de i@ase agitd durante 45 minutos a 0
°C. Pasado este tiempo, se afadié agua (200 mdpdmsamente manteniendo la
temperatura a 0 °C. La mezcla de reaccion se dioyddietil éter (300 mL), se lavo
sucesivamente con una disolucion de NakG&urada (100 mL), agua (100 mL), una
disolucién saturada de NaCl (100 mL) y se sec6 Mas5O, anhidro. El filtrado se
evaporog para dar el alcoh®! como un aceite (8,10 g, 87%). El crudo de reacs&n
diluyé en cloruro de metileno (166 mL) y se afagin@ disolucion del reactivo Dess-
Martin (20 g, 47,24 mmol) en cloruro de metilen@@ImL). Después de una hora de
reaccion, se afiadio dietil éter (100 mL), una disioh saturada de NaHG@L00 mL),
una disolucion de N&,Oz al 25% (100 mL) y se dejé agitando durante 10 noswube
separaron las fases acuosas y se extrajeron ctih adex (3x100 mL). Las fases
organicas reunidas se lavaron con una disoluciONat¢CQ; saturada (100 mL), agua
(100 mL), una disolucion saturada de NaCl (100 snkg secaron con MaO, anhidro.

El disolvente se evaporé para dar el alde®Bloomo un aceite (7,87 g, 99%y:2"°

25 Kraus, G.; Melekhov, AJ. Org. Chem1999,64, 1720-1722.
270 Chikashita, H.; Morita, Y.; ltoh, KSynth. Commuri987, 17, 677-684.

311



Trabajo realizado en la Universidad de Cambridge nero

o .
Rendimiento: 82% D/\/
O

'H NMR (300 MHz, CDCY) & 9,73 (t, 1H,J=2,4 Hz); 6,86 (d, 1HJ=8,2 Hz); 6,76 (d,
1H, J=1,8 Hz); 6,70 (dd, 1HJ=8,2, J=1,8 Hz); 3,83 (s, 6H): 3,63 (d, 2H2,4 Hz)
ppm.

7.3.1.2. 5,11-epoxi-5,6,11,12 tetrahidro-2,3,8,%t@metoxidibenzo[a,e]cicloocteno
(96)

A una disolucion d®5 (7,07 g, 39,23 mmol) en cloruro de metileno (235 m
enfriada a -78 °C se le afiadid lentamente y coma@@n vigurosa ioduro de
trimetilsililo (5,30 mL, 40,00 mmol) bajo atmésfeda argon. La mezcla de reaccion se
agité a -78 °C durante 2 horas y se dej6 caleetdaiente hasta temperatura ambiente.
La reaccion se interrumpio rapidamente al llegeanaperatura ambiente por adicién de
una disolucion acuosa 1M de 18503 (250 mL) agitando durante 10 minutos. La
mezcla de reaccion se extrajo con cloruro de nmeti{@x200 mL). Se juntaron las fases
organicas, se lavaron con una disolucion saturadBlaHCQ (2x200 mL) y se sec6
con NaSQ, anhidro. El filtrado se evaporoé y se purificoO pecnistalizacion con MeOH

para dar el éte96 como un soélido amarillo (12,75 g, 95%).
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Rendimiento: 82% © OQO N
P.f.: 161-162 °C (L#°® 163-164 °C) 0 o~

'H-RMN (200 MHz, CDC4): § 6,58 (s, 2H); 6,49 (s, 2H); 5,21 (d, 25,4 Hz); 3,85
(s, 6H): 3,80 (s, 6H); 3,47 (dd, 2KHz15,6 Hz,J=5,4 Hz); 2,66 (d, 2HJ=15,6 Hz)
ppm.

7.3.1.3. 5,6-dihidro-2,3,8,9-tetrametoxidibenzo[ale@cloocten-5-ol (97)

A una mezcla d&©6 (4,59 g, 13,80 mmol) en THF anhidro (138 mL) bajo
atmosfera de argon, se afiadié lentamente una ciéol2,5M de BuLi en hexano
(11,30 mL, 27,50 mmol) y se agité durante 4 hortsygeratura ambiente. La reaccion
se interrumpi6 con la adicion de agua (100 mL) yesajo con cloruro de metileno
(3x100 mL). Se juntaron las fases organicas y\sada con una disolucidén saturada de
NaCl (100 mL) y se secaron con 48$&; anhidro. El disolvente se evaporé y el residuo
se purific6 mediante cromatografia en columna dedgesilice eluyendo primero en
DCM/ACEtO 9:1 seguido de AcEtO para dar el alcodiblcomo un sélido cristalino
(4,42 g, 97%).

%8 jJung, M. E.; Miller, S. 1. Am. Chem. So&981, 103 1984-1992.
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Rendimiento: 97% o 0.0 oL
P.f. 100-102 °C (L#°® 90-110 °C) 0 o~

OH

'H-RMN (200 MHz, CDC$): & 7,00 (s, 1H); 6,76 (s, 1H); 6,71 (s, 1H); 6,701(H);
6,62 (s, 1H); 6,59 (s, 1H); 5,20 (m, 1H); 3,8848Hl); 3,84 (s, 3H); 3,81 (s, 3H); 3,30
(m, 2H) ppm.

7.3.1.4. 5terc-butildimetilsililoxi-5,6-dihidro-2,3,8,9-tetrametoxidibenzo[a,e]

cicloocteno (985°*

Una mezcla d®7 (3,31 g, 9,6 mmol), cloruro derc-butildimetilsililo (4,60 g,
28,8 mmol) y piridina (1,86 mL, 23,0 mmol) en cloywde metileno anhidro (22 mL) se
agitdé a temperatura ambiente durante 12 horas. ézcla de reaccidén se diluyd con
agua (20 mL) y se extrajo con cloruro de metilgBo< 20 mL). Los extractos organicos
se juntaron, se lavaron con agua (20 mL), unawligi saturada de NaCl (20 mL) y se
secaron con N&Q, anhidro. El filtrado se evaporé y el residuo seiffpdr mediante
cromatografia en columna de gel de silice, eluyamana mezcla de AcEtO/ Hex 1:1

para dar el silil éte¢98 como un aceite claro (3,49 g, 82 %).

%8 Jung, M. E.; Miller, S. 1. Am. Chem. So981, 103 1984-1992.
4 stgckmann, H.; Neves, A. A.; Stairs, S.; Irelaretehini, H.; Brindle, K. M.; Leeper, F. Chem. Sci
2011 2, 932-936.
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Rendimiento: 82% o 0.0 O
Rf (acoevmeon 1:1)0,50 0 o~

OTBS

'H-RMN (400 MHz, CDC3): & 7,09 (s, 1H, H); 6,73 (d, 1HJ=12,2 Hz, CH=CH);
6,61 (d, 1H,J=12,2 Hz, CH=CH); 6,57 (s, 1H, &); 6,56 (s, 1H, H); 6,55 (s, 1H,
Har); 5,39 (dd, 1HJ=10,2 Hz,J=5,4 Hz, CHOSI); 3,88 (s, 3H, OGH 3,81 (s, 3H,
OCH); 3,81 (s, 3H, OCH); 3,80 (s, 3H, OC#h); 3,40 (dd, 1HJ=15,3 Hz,J=5,4 Hz,
CH); 3,11 (dd, 1HJ=15,3 Hz,J=10,2 Hz, CH); 0,90 (s, 9H, SiC(G}3); 0,00 (s, 3H,
SiCHg), -0,05 (s, 3H, SiCk) ppm.

7.3.1.5. 11,12-dideshidro-5,6,-dihidro-2,3,8,9-teimetoxidibenzo[a,e]cicloocten-5-
ol (92)

A una disolucion de la olefin@8 (2,60 g, 5,70 mmol) en cloruro de metileno
anhidro (49 mL) a -20 °C bajo atmoésfera de argene @fiadio lentamente bromo (0,29
mL, 5,70 mmol) con agitacion, hasta que el colauos persistiera. El disolvente se
evaporo y el residuo se disolvidé en THF (49 mL)aSadioN-metil-piperacina (8,56 g,
85 mmol) yt-BuOK (2,55 g, 22,80 mmol) y se dejé agitando dwahthora a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se \@rtidagua/hielo y se extrajo con
AcEtO. Las fases organicas se juntaron y se lavaoonuna disolucién saturada de
NaOH (50 mL) y se secaron con 48&, anhidro. El residuo se disolvio en THF (49
mL) y se agitd a 0 °C. Se afiadio TBAF (1M en THEQ®, 7,40 mmol) gota a gota. La
mezcla se dejo calentar hasta temperatura amhbaégyitizndo durante 30 minutos. La
reaccion se par6 con la adicion de una disolucabmrada de NaHC£y se extrajo con

AcEtO. Las fases organicas se lavaron con disalusaiurada de NaCl (50 mL) y se

315



Trabajo realizado en la Universidad de Cambridge nero

secaron con N&Ou. El residuo se concentré hasta el comienzo dadtalkizacion. Los
cristales fueron filtrados para dar un solido bta(i;48 g, 4,30 mmol, 76% yield).

c|> = o
Rendimiento: 76% )
(@)
P.f. 231-232 °C (L% 232 °C) 7 9

'H-RMN (400 MHz, CDCH): § 7,37 (s, 1H, hk); 7,13 (s, 1H, H,); 6,96 (s, 1H, hk);
6,96 (s, 1H, H); 5,78 (d, 1HJ = 5,0 Hz, OH); 4,28 (dg, 1H,J = 5,0 Hz,J = 2,1 Hz,
CHOHY); 3,86 (s, 6H, Ch); 3,81 (s, 6H, Ch); 3,06 (dd, 1H] = 14,2,J = 2,1 Hz, CH);
2,64 (dd, 1H,) = 14,2 Hz,J = 3,6 Hz, CH) ppm.

7.3.2. Derivados del ciclooctino TMDIBO (92)

7.3.2.1. Carbonato de 11,12-dideshidro-5,6-dihidro-2,3,8,9trametoxidibenzo

[a,e]cicloocten-5-ilo y 4" -nitrofenilo (101)

El ciclooctino92 (0,200 g, 0,59 mmol) se disolvié en cloruro de raeb (19,6
mL) y a continuacion se afiadio piridina (0,24 m|932mmol) y cloroformiato de 4-
nitrofenilo (0,236 g, 1,17 mmol). Se dejé agitandorante 1 hora a temperatura
ambiente. Cuando la reaccion finalizé, se dilugd cloruro de metileno (20 mL) y se
lavé con una disolucion saturada de NaCl (2x20 rha} fases organicas se juntaron y
se secaron con NaO,. El residuo se concentro a sequedad y se reas@in ACEtO
para dar un solido blanco (0,274 g, 0,55 mmol, 988l).

4 stgckmann, H.; Neves, A. A.; Stairs, S.; Irelaretehini, H.; Brindle, K. M.; Leeper, F. Chem. Sci
2011 2, 932-936.
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Rendimiento: 93% Oy
P.f.: 204-205 °C (L#** 204-205 °C) Q

'H-RMN (500 MHz, CDC#, rotdmero mayor) 8,28 (d, 2H,J = 9,3 Hz, H); 7,42 (d,
2H,J = 9,3 Hz, Hy); 7,13 (s, 1H, H,); 6,90 (s, 1H, H); 6,86 (s, 1H, H,); 6,83 (s, 1H,
Har); 5,51 (dd, 1H,) = 3,7 Hz,J = 1,9 Hz, CHOC®Ar); 3,95 (s, 3H, Ch); 3,91 (s, 3H,
CH3); 3,90 (s, 3H, CH); 3,89 (s, 3H, CH); 3,23 (dd, 1HJ = 15,4 Hz,J = 1,9 Hz,
CHy); 2,97 (dd, 1HJ = 15,4 Hz,J = 3,7Hz, CH); rotdmero menor: 8,14 (d, 2B= 9,2
Hz, Ha); 7,13 (s, 1H, H,); 6,90 (s, 1H, H); 6,88 (s, 1H, H); 6,87 (d, 2H, = 9,2 Hz,
Har); 6,84 (s, 1H, K); 6,14 (dd, 1HJ = 9,8 Hz,J = 2,0 Hz, CHOC®Ar); 3,94 (s, 3H,
CH3); 3,93 (s, 3H, s, C); 3,91 (s, 3H, Ch); 3,88 (s, 3H, Ch); 3,72 (dd, 1HJ = 14,0
Hz,J = 9,8 Hz, CH); 2,90 (dd, 1H,= 14,0 Hz,J = 2,0 Hz, CH) ppm.

7.3.2.2. 2-{4-(11,12-dideshidro-5,6-dihidro-2,3,8@trametoxidibenzola,e]

cicloocten-5-iloxicarbonil)piperazin-1-il}etanol (102)

El ciclooctino101 (20 mg, 0,039 mmol) se disolvié en cloruro de reetil (1
mL) y a continuacion se afadié 4-dimetilaminopmali(0,5 mg, 0,0039 mmol) y 1-(2-
hidroxietil)piperacina (5,67 mg, 0,043 mmol). Sgodagitando durante 4 horas a
temperatura ambiente. Después de las 4 horas,Zelarde reaccion se concentrd hasta

%4 stgckmann, H.; Neves, A. A.; Stairs, S.; Irelarebehini, H.; Brindle, K. M.; Leeper, F. Chem. Sci
2011 2, 932-936.
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sequedad y se purificd por cromatografia en coludengel de silice, eluyendo primero
con 1% MeOH/DCM seguido de 5% MeOH/DCM para daalebhol como un aceite
(15,3 mg, 0.030 mmol, 79%).

o o
OH
Rendimiento: 79% O o //\NI
N
Rf (106 meorpemy 0,20 l (Z// !

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&,7H3aN,07[M] *: 497,5; Encontrado [M] 497,3.

7.3.2.3. Succinato de 2-{4-(11,12-dideshidro-5,6-dihidro-2,8,9-
tetrametoxidibenzo[a,e]cicloocten-5-iloxicarbonil)pperazin-1-il}etilo e hidrégeno
(104)

El ciclooctino 102 (12 mg, 0,024 mmol) se disolvi6 en DMF (0,5 mL) y a
continuacion se afiadié 4-dimetilaminopiridina (0/8g, 0,0072 mmol), DIPEA (3,0
mg, 0,024 mmol) y anhidrido succinico (4,8 mg, 8,86dmol) y se agité durante 5 horas
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion rseentyré a vacio y se purifico por
cromatografia en columna de gel de silice, eluyauwn5% MeOH/DCM para dar el

acido como un aceite (10,8 mg, 0.018 mmol, 75%).
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o o
o o)
Rendimiento: 75% O o //\N/// WOH
N
Rf (596 Meoripem § 0,35 \ (7)7/ -
-0 Oo—

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&s;Hz7N,010[M] : 597,6; Encontrado [M] 597,3.

7.3.2.4. Succinato 2-{4-(11,12-dideshidro-5,6-dihidro-2,3,8;
tetrametoxidibenzo[a,e]cicloocten-5-iloxicarbonil)gperazin-1-il}etilo y N-

succinimidilo (105)

El ciclooctino 104 (10 mg, 0,018 mmol) se disolvi6 en DMF (1 mL) y a
continuacion se afadif-hidroxisuccinimida (7,7mg, 0,066 mmol) y EDC (MW,
0,050 mmol) y se agitdé durante 48 horas a temperamnbiente. Pasado el tiempo de
reaccion, la mezcla se concentré a vacio y seigufor cromatografia en columna de
gel de silice, eluyendo primero en 5% MeOH/DCM pdaal05 como un aceite (5,8
mg, 0,0085 mmol, 47%).

O/ \O
O O
Rendimiento: 47% () //\N/// A
(@] N\J 0 p

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&ssHaocN3O12[M] *: 694,7; Encontrado [M] 694,3.
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7.3.2.5. N-(11,12-dideshidro-5,6-dihidro-2,3,8,9-tetrametoxitbenzo[a,e]cicloocten-
5-iloxicarbonil)-3,6-dioxaoctan-1,8-diamina (106)

El ciclooctino 101 (90 mg, 0,17 mmol) se disolvio en cloruro de mable
anhidro (5 mL) y a continuacién se afiadi6é 3,6-diatié1,8-diamina (251,9 mg, 1,7
mmol) y DIPEA (109,6mg, 0,85 mmol) y se agité dueald3 horas a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo de reaccion, la meedarscentrd a vacio y se purifico por
cromatografia en columna de gel de silice, eluyemto gradiente 10%-30%
MeOH/DCM para dal06 como un aceite (44,8 mg, 0.087 mmol, 49%).

NH,
r
Rendimiento: 49% o o O///
(2 .
Ona
&,
—0 o—

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&,7H3sN.0g[M] *: 515,6; Encontrado [M] 515,6.

7.3.2.6.  Terc-butiloxicarbonilaminooxi- N-(11,12-dideshidro-5,6-dihidro-2,3,8,9-
tetrametoxidibenzo[a,e]cicloocten-5-iloxicarbonil)8-amino-3,6-dioxaoctil)
acetamida (107)

El ciclooctino 106 (44,8 mg, 0,087 mmol) se disolvié en cloruro de ileed
anhidro (0,5 mL) y a continuacion se afabiBoc-(carboximetoxi)amina (16,0 mg,
0,087 mmol), PyBOP (43,2 mg, 0,087 mmol) y DIPEA,mg, 0,17 mmol) y se agito
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durante toda la noche a temperatura ambiente. @a&didmpo de reaccion, la mezcla
se concentrd a vacio. El producto fiddl7 se identificé por LC-MS en el crudo de

reaccion.

H /O
N/Q/ o)
/ ‘NH-BOC

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&ssHa7N,012[M] *: 688,7; Encontrado [M] 688,6.

7.3.2.7 9-H-fluoren-9-ilmetoxicarbonil)aminooxi-N-(11,12-dideshdro-5,6-dihidro-
2,3,8,9-tetrametoxidibenzo[a,e]cicloocten-5-iloxichonil)-8-amino-3,6-dioxaoctil)
acetamida (109)

La aminal06 (10,0 mg, 0,019 mmol) se disolvio en cloruro deileied anhidro
(0,3 mL) y a continuacibn se afiadi6  acidoN-(9-H-fluoren-9-
ilmetoxicarbonil)aminooxiacético (7,3 mg, 0,023 mnoEDC (2,9 mg, 0,019 mmol) y
se agitd durante toda la noche a temperatura atebieasado el tiempo de reaccion, la
mezcla se concentrd a vacio. El producto firé# se identificé por LC-MS en el crudo

de reaccion.
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LC-MS (ESI): m/ecalculado par&ssHasN,012[M] *: 809,7; Encontrado [M] 809,6.

7.3.2.8. AminooxiN-(11,12-dideshidro-5,6-dihidro-2,3,8,9-tetrametoxidhenzola,e]

cicloocten-5-iloxicarbonil)-8-amino-3,6-dioxaoctilacetamida(110)

El ciclooctino 109 (55,0 mg, 0,107 mmol) se disolvi6 en DMF anhidrg670

mL), se afiadié piperidina (0,67 mL) y se agitd dtea30 minutos a temperatura

ambiente. La mezcla se concentré a vacio, se upidr cromatografia en columna de
gel de silice para ddr10(43,3 mg, 0,073 mmol, 68%).
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Rendimiento: 68%

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&,qHzsNs010[M]*: 588,3; Encontrado [M] 588,1

7.3.3. Sintesis de precursores de agentes de costea

7.3.3.1.p-3-(2-aminoetil)-tiourea-Bn-DOTA (115)

p-NH2-Bn-DOTA (13,0 mg, 0,025 mmol) se disolvio enCH(0,16 mL) y se

afiadié a una disolucion 1M de tiofosgeno en clarofn (0,033 mL, 0,033 mmol) y se
agité durante 3 horas a temperatura ambiente. didue se evapord a sequedad y el
producto final se identificé por LC-MS (M+1 552, '8l crudo de reaccion (9,37 mg,
0,017 mmol) se disolvio en MeOH (0,66 mL) y se afiagbta a gota durante 15
minutos a una solucion de hidrocloruro de etilemie (11,3 mg, 0,085 mmol) en
MeOH (3,30 mL) vy trietilamina (0,033 mL) y se agitiurante toda la noche a
temperatura ambiente. El residuo se concentr6 aledeg y se purificé por
cromatografia preparativa de gel silice para dasdlido blanco (2,5 mg, 0,0040 mmol,
16%) identificado por LC-MS.
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HoOC
S NH,

HOOC’\&P_N§T/\X1::L\ »\N/\\/
Cy o N H
(

\ \\COOH
COOH

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&,eHaaN;0sS[M] *: 612,7; Encontrado [M] 612,7
7.3.4. Acoplamiento de los derivados ciclooctinosit los ligandos DOTA
7.3.4.1.Sintesis del compuestt16

Una mezcla de G&-NH,-Bn-Dota (11) (10,0 mg, 0,014 mmol), DIPEA (5,4
mg, 0,042 mmol), 4-dimetilaminopiridina (0,51 mgd@42 mmol) y el alquin@01 (7,5

mg, 0,017 mmol) se disolvi6 en DMF (1,0 mL) y set@glurante 18 horas a

temperatura ambiente. El producto final se iderdifior LC-MS.

(@)
O
COOH
HN HOOC—
N 3N
Gd™"
(NI\/N
\—COOH
COOH

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&ssHes,GdN,Og[M] *: 914,2; Encontrado [M] 914,6
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7.3.4.2. Sintesis del compuesid 8

Una mezcla dep-3-(2-aminoetil)-tiourea-Bn-DOTA(114) (5,1 mg, 0,0075
mmol), DIPEA (1 gota) y el alquin@&06 (4,0 mg, 0,0075 mmol) se disolvio en DMF
(0,1 mL) y se agité durante 24 horas a temperaanm@iente. El producto final se
identifico por LC-MS (M+1= 1066,6).

HoOC
\l\ll/\Nj
H N
R
N {
S COOH

LC-MS (ESI): m/ecalculado par&s;HeoN;0:16S[M] *: 1067,4; Encontrado [M]
1067,6.

325



Trabajo realizado en la Universidad de Cambridge nero

326



