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RESUMEN. EI receptor tipo 1 de angiotensina Il (AT:R) juega un papel fundamental en las enfermedades
cardiovasculares y se ha reconocido, en los Ultimos diez afios, por su activa expresion en varios tipos de células y
tejidos tumorales propiciando la progresion del cancer. Los farmacos antagonistas de este receptor, como el losartan,
utilizados para el control de la hipertension arterial han demostrado un potencial efecto antitumoral al ser capaces de
reducir la progresion del tumor, la vascularizacién y la metastasis. El objetivo de este trabajo es brindar una
panoramica sobre los estudios mas recientes de los derivados marcados del losartan, destacando su posible utilizacion
como radiotrazadores del ATiR en tumores que lo expresen. Derivados del losartdn marcados con tecnecio-99
metaestable, carbono-11 y fluor-18 permiten detectar y cuantificar el AT1R en algunos érganos como el corazoén y los
rifiones. Se demuestra la relacion existente entre el losartan y el cancer segun los resultados de estudios preclinicos, se
resumen diferentes vias de obtencion de sus derivados marcados y los resultados de su evaluacion como
radiotrazadores bioldgicos del AT:R. En las conclusiones se sefiala que los derivados de losartan marcados con *™Tc,
1C y 8F pudieran ser utilizados como radiotrazadores para detectar y cuantificar el AT:R en células y tejidos
tumorales de pacientes utilizando la imagen molecular como técnica no invasiva. Existe un amplio campo de
investigacion relacionado con el desarrollo de nuevos radiotrazadores SPECT o PET del AT 1R con fines diagndsticos
tanto en patologias como la hipertensién y enfermedades cardiovasculares, como en oncologia.

ABSTRACT. The angiotensin Il type 1 receptor (AT:R) plays a fundamental role in cardiovascular diseases and it
has been recognized in the past ten years for its active expression in various cell types and tumor tissues promoting
cancer progression. Antagonists of this receptor drugs like losartan, used to control high blood pressure, have
demonstrated a potential antitumor effect to be able to reduce tumor progression, vascularization and metastasis. The
aim of this paper is to provide an overview of the most recent studies of the labeled derivative of losartan,
highlighting its possible use as radiotracers of AT1R in tumors that express it. Losartan derivatives labeled with
technetium-99 metastable, carbon-11 and fluorine-18 allow detecting and quantify the AT1R in some organs such as
heart and kidneys. The relationship between losartan and cancer is demonstrated by the results of preclinical studies,
different ways of obtaining their labeled derivatives and the results of its evaluation as biological tracers of AT1R are
summarized. The conclusions stated that derivatives of %MTc-labeled losartan, ¢ and 8% could be used as
radiotracers to detect and quantify the AT1R in cells and tumor tissues from patients using molecular imaging as a
noninvasive technique. There is a broad field of research related to the development of new SPECT or PET
radiotracers AT1R both for diagnostic purposes in diseases such as hypertension and cardiovascular diseases, and
oncology.

INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares constituyen una de las principales causas de muerte a nivel mundial a pesar de los
avances logrados en su diagndstico y tratamiento. El factor de riesgo fundamental es la hipertension arterial, cuyo
principal regulador es el sistema renina-angiotesina SRA. Los medicamentos que actlian como inhibidores del
receptor tipo 1 de la angiotensina Il (AT1R) constituyen una terapia establecida para el tratamiento de la hipertension
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y las enfermedades cardiovasculares.>? Varios estudios de estos farmacos radiomarcados por imagen molecular han
permitido detectar, de forma no invasiva, irregularidades en el funcionamiento de los AT1R., Dentro de ellos, el
losartan marcado con tecnecio-99 metaestable (**™Tc) constituyo el primer radiotrazador del receptor AT1R®. SegUn
estudios in vivo recientes, las moléculas de losartdn marcadas con *™Tc (emisor y)® carbono-11 *C (emisor p+),8 y
fluor-18 *8F (B+)° permiten detectar y cuantificar el receptor AT1 en érganos como el corazon y los rifiones mediante
las técnicas de imagen molecular.

En la altima década se ha hecho evidente que el SRA esta implicado en el desarrollo de varios tipos de cancer. Varios
estudios han corroborado el rol que juegan los receptores AT:R en la angiogénesis y en el desarrollo de varias
enfermedades ademas de la hipertension. Diversos estudios de los antagonistas del AT1R han evaluado su potencial
efecto antitumoral al ser capaces de reducir la progresion del tumor, la vascularizacion y la metastasis.*%-'? Por tanto,
el losartan como antagonista del AT:R puede constituir un blanco de accion tanto para propdsitos de diagnostico
mediante imagen molecular del AT:R como para la posible quimioprevencion de varias lesiones neoplasicas. Los
derivados marcados de este farmaco pudieran utilizarse para diagnosticar y seguir la progresion del cancer de forma
no invasiva.

El objetivo del trabajo es brindar una panordmica sobre los estudios mas recientes de los derivados marcados del
losartan, destacando su posible utilizacién como radiotrazadores del AT1R en tumores que lo expresen.

SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA Y EL CANCER

El sistema renina-angiotensina SRA es un sistema hormonal que interviene en la regulacién fisioldgica de la presion
sanguinea y del sistema cardiovascular y desempefia un papel crucial en procesos patoldgicos tales como la
hipertension, la inflamacion crénica, la ateroesclerosis, la fibrosis renal, la renovacién miocéardica y la
carcinogénesis.’® Este sistema se activa cuando hay pérdida de volumen sanguineo, o una caida en la presion
sanguinea lo que provoca la liberacion de la renina en los rifiones, una proteasa que activa el angiotensinégeno
presente en la circulacion sanguinea. Asi se genera la angiotensina | que al pasar por los pulmones se convierte en
angiotensina Il, el vasoconstrictor mas potente del organismo que actGa principalmente por simulacién de los
receptores tipo 1 provocando finalmente el aumento de la presion sanguinea.'* La expresion del AT1R se ha reportado
en diferentes érganos como los rifiones, tejidos vasculares, corazdn, cerebro, intestino y glandulas adrenales.®®

Cada vez son mas los datos acumulados de estudios in vitro e in vivo que revelan la participacién de los componentes
del SRA en el progreso de un proceso tumoral. Recientemente se reportd que el SRA se relaciona con varias
caracteristicas distintivas del cancer, por ejemplo, la proliferacion celular, la capacidad de inducir y sostener el
crecimiento tumoral, la resistencia a la muerte celular y la angiogénesis.*6:”

Por tanto, el SRA tiene participacion activa tanto en la patogénesis de la hipertension y enfermedades
cardiovasculares como en el desarrollo de un proceso tumoral. De esta forma, los farmacos reguladores de este
sistema pueden tener nuevos usos en el area de oncologia. Muchos investigadores ya han valorado la posibilidad de
evaluarlos en el tratamiento del cancer como agentes quimo-profilacticos para reducir su incidencia, y como farmacos
coadyuvantes.’® Basado en los resultados preliminares de varios estudios clinicos, se ha concluido que los
antagonistas del ATiR y de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en combinacién con quimioterapia con
gemcitabina mejoran los resultados clinicos en pacientes con cancer pancreético avanzado.®

RECEPTOR TIPO 1 DE AGIOTENSINA Il y el cAncer. Efecto antitumoral del losartan

En los ultimos diez afios ha existido un aumento gradual del nimero de publicaciones en PubMed y Scopus, referidas
a la expresion del AT1R en modelos tumorales.

La angiotensina Il desempefia un papel preponderante en la neovascularizacién, la proliferacion celular, la
inflamacidn y la adhesion celular, lo que demuestra su relevancia en el proceso de la carcinogénesis. Ademas, se ha
demostrado que la angiotensina Il estimula el crecimiento de los tumores sélidos como el cancer de mamas, el de
ovario, el gastrico y el de pancreas.?®?! La expresion del factor de crecimiento vascular endotelial fue
significativamente mayor en tejidos humanos de adenocarcinoma pancreatico ductal que expresaron elevados niveles
de AT:R y ECA, respecto a tejidos normales.?

Muchos investigadores han demostrado la expresion local del AT:R en células humanas de cancer de mamas,2*?
prostata 2628 pancreas,?®° vejiga,®* gastrico,**® glioblastoma 3¢ y que la angiotensina 1l y el AT;R también se
expresan en carcinoma endometrial 3% En general el AT;R promueve la invasion y migracion tumoral, la metastasis
y la angiogénesis.

La mayoria de estos trabajos confirman el efecto antitumoral de los antagonistas del AT1R, entre los que se encuentra
el losartan. Asi Rhodes y col. (2009) demostraron que la sobreexpresion del ATiR define un subtipo de céncer de
mamas y que el losartan redujo el crecimiento del tumor. 4° Du y col. (2012) confirmaron que el losartan y otros
antagonistas del AT:R suprimieron la migracion y los efectos del ciclo celular de la angiotensina Il en células de
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cancer de mamas.*! Por su parte Chen y col. (2013) reportaron que el losartan, al igual que otros antagonistas del
ATiR, inhibié la proliferacion celular y la angiogénesis del cancer de mamas.?® Estos dos Ultimos trabajos
determinaron por inmunochistoquimica la expresion significativa del AT:iR en tejidos de pacientes con este tipo de
cancer respecto a tejidos normales de mamas.

Los estudios de Zhao y col. (2014) demostraron que el losartan inhibi6 significativamente los efectos de migracion
celular inducidos por la angiotensina Il en células humanas de cancer de mamas que expresan positivamente al
receptor AT, iError! Marcador no definido. Seq(in Cun y col. (2016) la utilizacion del losartan para disminuir los niveles de
colageno en tumores solidos es una estrategia promisoria para incrementar la penetracion de nanoparticulas dirigidas
a tumores de mama.*?

Por otra parte, los estudios de Bose y col. (2009) mostraron la supresion del crecimiento celular en cancer de prostata
luego del empleo del losartan.?

Con el proposito de determinar la expresion de los componentes del SRA en modelo tumoral gastrico, Huang y col.
(2014) utilizaron como modelo ratones NUDE inyectados con las células humanas cancerigenas MKN45 y
angiotensina 1. El tratamiento con angiotensina Il causd un aumento del tamafio y el peso del tumor mientras que el
losartan lo redujo significativamente. También determinaron que la expresién del AT:R fue mayor en tejidos de
pacientes con cancer gastrico que en tejidos sanos. Los autores concluyeron que, mientras la angiotensina Il favorece
el indice de proliferacién y migracién de células humanas de cancer gastrico, estas se reducen significativamente
después del tratamiento con losartan.?

Arafat y col. (2007) reportaron que la expresion del factor de crecimiento vascular endotelial fue significativamente
mayor en tejidos humanos de adenocarcinoma pancreéatico ductal que expresaron elevados niveles de AT 1R, respecto
a tejidos normales y que el blogueo del receptor con losartan suprimié considerablemente la proliferacion celular.??
Estudios recientes de Songtae y col (2014) demostraron que el tratamiento combinado de losartdn y gemcitabina
mejoro significativamente la supervivencia de ratas con cancer pancreatico debido a la inhibicién de la sintesis del
factor de crecimiento vascular endotelial y se logré suprimir la proliferacién de las células cancerosas debido al
bloqueo de los receptores AT;R.*® Por su parte Xiao y col. (2015) demostraron que el losartan incrementa la
efectividad terapéutica de la doxorubicina alcanzandose un mayor beneficio antitumoral.** Por tanto la combinacién
de losartan con diferentes agentes terapéuticos es una posible estrategia de futuros ensayos clinicos.

Todos estos resultados provienen de estudios preclinicos y resultan alentadores para avanzar en el posible empleo del
losartdn como agente terapéutico o de prevencién del cancer en humanos mediante la realizacion de estudios clinicos
que avalen esta hip6tesis. Por otro lado, en ninguno de estos trabajos se ha propuesto el marcaje del losartan como via
no invasiva para evaluar la progresion del cancer mediante la deteccion y cuantificacion por imagen molecular del
receptor AT;. Hasta la fecha, la deteccidn y cuantificacion del receptor en un modelo tumoral humano se realiza
mediante métodos invasivos como la prostatectomia radical para cancer de prostata localizado?, por solo citar un
ejemplo.

El losartan y sus derivados marcados

Losartan es el nombre comercial del compuesto 2-n-butil-4-cloro-5-hidroximetil-1-[(2"-(1H-tetrazol-5-il) bifenil-4-
il)metilimidazol (Fig. 1), inicialmente nombrado DuP 753.4*° Este farmaco se puede enlazar al receptor de la
angiotensina Il por dos sitios diferentes: (1) por el fragmento tetrazélico mediante puente salino con la arginina, y (2)
por el derivado de anillo imidazol via interacciones polares del hidrégeno del grupo hidroxilo con la cisteina o por
interaccion del nitrégeno con la tirosina.*® Teniendo en cuenta la afinidad de enlace del losartan por el AT;R, varios
autores han evaluado al losartan y sus derivados como radiotrazadores del receptor AT1 con diferentes propdsitos.
Ejemplos de estos derivados son: el *™Tc- losartan,>® el [**C] metil-losartan,i&ror! Marcador no definido. irror! Marcador no
definido. y el [18,:] fluorpiridin- losartan.iError! Marcador no definido.
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Fig. 1. Estructura quimica del losartan
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9MTc-Losartan

El primer radiotrazador en base del losartan para imagen molecular del receptor AT, en estudios in vivo se marcé con
9mTc en e| 2008.iError! Marcador no definido.,iError! Marcador no definido. pota radioisétopo es un emisor gamma (,Y)7 lo que permite
su utilizacién en imagen por tomografia computarizada de emisién de un fotdn simple (en inglés, SPECT) y en
camaras gamma convencionales. La figura 2 muestra la estructura quimica del derivado losartan-leucina-acido
diglicolico- tetraetilen glicol- tetraamina obtenido mediante sintesis en fase solida para su posterior marcaje con
gngC.
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Fig. 2. Estructura del losartan-leucina-acido diglicélico- tetraetilen glicol- tetraamina

Este derivado marcado con %*™Tc permitié evaluar la viabilidad de su empleo como via no invasiva para imagen del
ATiR en el corazon, utilizando ratones con infarto miocardico. iErrort Marcador no definido. Basado en estudios estructura-
actividad se sustituyé el grupo hidroxilo del losartan por el quelato peptidico “leucina-acido diglicélico- tetraetilen
glicol- tetraamina” lo que confirié al radiofarmaco una mayor afinidad de enlace con el AT:R y un perfil de
biodistribucion aceptable. Las imagenes SPECT obtenidas demostraron que existe una captacion significativamente
mayor en el miocardio infartado que en el corazén controlado (ID/g = 0,52 £ 0,21% vs 0,21 + 0,13%; al 95% de
confianza estadistica); lo cual hace de este radiotrazador un promisorio agente de imagen del miocardio infartado. La
mayor captacion en otros drganos se obtuvo en higado y en rifiones, iError! Marcador no definido.

Otros autores también reportaron la evaluacién del losartan marcado con *™Tc como posible radiotrazador del AT:1R
expresado en el corazon de ratones.iError! Marcador no definido. Eny este caso, no se modificd la estructura del losartan con
ningun quelato adicional y aln asi, las imagenes SPECT evidenciaron una rapida y mayor captacién (15 min: ID/g =
8.2 £ 0.8%) en el corazén de ratones normales. Los autores consideran que el porcentaje de captacion es suficiente
para utilizarlo como agente de imagen miocardica.

La ventaja de este segundo derivado respecto al primero radica en que no necesita una etapa de sintesis previa al
marcaje, dando lugar a un radiofarmaco con evaluacion biol6gica favorable segun estudios preclinicos. Sin embargo,
en la obtencion del primer derivado es de esperar que el quelato peptidico “leucina-acido diglicélico- tetraetilen
glicol- tetraamina introducido en la molécula de losartan, le confiera al radiofarmaco mayor afinidad de enlace al
receptor debido a que tiene un mayor nimero de sitios que posibilitan la formacién de enlaces de hidrégeno con el
AT1R. En ambos casos, existe una captacion considerable en el rifibn que también expresa el receptor de forma
significativa. Los resultados de evaluacion biol6gica obtenidos hasta hoy de estos dos derivados de losartan marcados
con ®¥™Tc son pocos y basados en estudios preclinicos. Sin embargo, estos resultados son promisorios y deben
conducir a posteriores estudios clinicos que permitan detectar y cuantificar el AT1R en el 6rgano de interés mediante
imagen SPECT. También se sugiere la evaluacion bioldgica de estos derivados para la imagen molecular del AT:R en
tumores que lo expresen.

[**C] Metil-losartan

El derivado [*!C] Metil-losartan fue el primer radiotrazador del ATiR, en base del losartan, que se obtuvo para
imagen molecular del receptor por tomografia de emisién de positrones (en inglés, PET). Su radiosintesis se efectlio
por primera vez en el 2011, iErrort Marcador no definido. F| 11C ge considera un radioisotopo positronico adecuado para
obtener radiofarmacos como réplicas atdmicas exactas de las moléculas bioldgicas. Sin embargo, su corto periodo de
semidesintegracion (20,4 minutos) limita el nGmero de aplicaciones.

Para la radiosintesis del [*'C] Metil-losartan, como primer paso se protege el grupo tetrazol del losartan con el grupo
tritilo como se muestra en la Figura 3. Posteriormente se alquila con yoduro de metilo marcado con C en presencia
de hidruro de sodio (NaH). Como dltima etapa, se elimina el grupo protector con &cido clorhidrico 4N (HCI) en
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dimetilformamida (DMF) a 80°C. El rendimiento fue de 30- 60 % con una pureza radioguimica mayor del 99% y una
actividad especifica de 700-3600 mCi / mmol (25,9 — 133,2 GBq / mmol).

Cl

Trietilamina

1)  Cloruro de tritilo
DMF

2) ["'C]Mel, NaH
DMF
80°C, 2 min

Y

3)  HCI (4N), DMF
80°C, 3 min

Fig. 3. Esquema simplificado de la sintesis del [**C] metil-losartan.*

Recientemente, Ismail y col. (2015) reportaron los primeros resultados preclinicos de la evaluacion bioldgica de este
derivado como radiotrazador del AT:R renal.® Para ello utilizaron ratas Sprague—Dawley de género masculino y
obtuvieron la mayor captacion del radiofarmaco en los rifiones, lo que confirmé su hipétesis de poder utilizarlo para
la imagen por PET del ATiR renal. Este resultado fue coincidente entre los estudios de biodistribucion,
autorradiografia in vitro e imagen por equipamiento microPET.

[*®F] Fluorpiridin-losartan

El [*8F] Fluorpiridin-losartan es el primer y Gnico derivado de losartan marcado con *8F reportado hasta la fecha, cuya
radiosintesis y evaluacion biolégica preliminar en modelo animal fue llevada a cabo por Arksey y col. (2014).° Este
estudio permitié contar con un radiotrazador PET para imagen molecular del AT:R aprovechando las favorables
caracteristicas nucleares del 8F y la ejecucion de radiosintesis mas complejas respecto al uso del 'C.

El derivado [*®F] Fluorpiridin- losartan se obtuvo mediante la reaccion “click” (Figura 4) entre el grupo azida del
losartan quimicamente modificado y el alquino terminal 2-*8F-3-pent-4-in-1-iloxipiridina ([*®F]FPYyKYNE) (3), en
presencia de Cu(l) como catalizador,iErrort Marcador no definido. | 5 qyimica “click” introducida por el profesor Sharpless en
el afio 2001, se basa en la cicloadicion 1,3-dipolar de azidas y alquinos, permite obtener numerosos compuestos de
forma selectividad, en poco tiempo de reaccién y altos rendimientos.*” Debido a sus numerosas ventajas, se ha
reconocido como una metodologia adecuada para la sintesis de radiomoléculas como trazadores para PET y
SPECT,*8 tales como las moléculas marcadas con F.5°

Como paso previo a la reaccion “click” se protegié el grupo tetrazol del losartan con el grupo tritilo(1) y se hizo
reaccionar con difenilfosforilazida (DPPA) y 1,5-diazabiciclo(5.4.0)undec-5-ene (DBU) en tetrahidrofurano (THF)
(2). La formacion del Cu(l) se logra mediante la reduccién del sulfato de cobre (11) con el ascorbato de sodio. En el
altimo paso (4), se desprotege el grupo tetrazol del nuevo derivado con &cido trifluoracético (TFA). El rendimiento de
la reaccion “click” fue 44-70% y el compuesto marcado se obtuvo con una pureza radioquimica mayor del 98 % y
actividad especifica de 200 — 4200 mCi / umol (7,4 — 155 GBg/umol). En este caso, los resultados de rendimiento y
actividad especifica son mayores a los obtenidos en la radiosintesis del [*!C] Metil-losartan lo que puede deberse a la
ventaja de la quimica “click” de propiciar rendimientos de marcaje mas altos respecto al método de fluoracion
nucleofilica.
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Fig. 4. Esquema simplificado de sintesis del [*®F]FPyKYNE losartan por una reaccién “click”

Las imagenes obtenidas por PET luego de la inyeccion de este radiotrazador a ratas normales, evidenciaron una
elevada captacion en rifiones. De ahi que los autores sugirieron la posibilidad de utilizarlo como radiotrazador PET
para la evaluacion del AT;R renal en ratas, iErrort Marcador no definido.

La deteccion y cuantificacion de AT:R renal via no invasiva mediante el empleo del [*'C] Metil-losartan o el [*¢F]
Fluorpiridin-losartan, permite monitorear la evolucion de la hipertension y guiar al uso de terapias mas certeras. %2

El desarrollo de nuevos radiofarmacos de ‘®F en base de losartan ampliaria las alternativas de la imagen molecular por
PET del cancer cuyas células y/o tejidos expresen el receptor AT;. Esta hipétesis carece actualmente de pruebas
clinicas. A pesar de la poca evidencia no clinica de que los derivados de losartan marcados con **™Tc, 11C o 8F tienen
afinidad de enlace al receptor, el colectivo de autores del presente trabajo no anula la posibilidad de que los
radiofarmacos en base del losartan resulten promisorios para el diagnéstico molecular y seguimiento oncolégico de
tumores con expresién y actividad del AT1R.

Estos mismos radiotrazadores pudieran ser utilizados para la deteccién y cuantificacién del AT1R expresado en un
modelo tumoral: aplicacién que no se ha considerado segln nuestro conocimiento hasta la fecha.

CONCLUSIONES

La participacién del sistema renina-angiotensina en la cascada de procesos moleculares implicados en la
carcinogénesis tales como: la proliferacion celular, la capacidad de inducir y sostener el crecimiento tumoral, la
resistencia a la muerte celular y la angiogénesis ha quedado demostrada en numerosos estudios “in vitro” e “in vivo”.
Los farmacos inhibidores del receptor tipo 1 de agiotensina Il (AT:R) como el losartan ya no estan limitados
solamente al tratamiento de la hipertensién arterial, pueden tener nuevos usos en el tratamiento del cancer como
agentes quimo-profilacticos, para reducir su incidencia, o coadyuvantes de otros farmacos ya establecidos. Los
derivados de losartdn marcados con ®°™Tc, *C y 8F pudieran ser utilizados como radiotrazadores para detectar y
cuantificar el AT1R en células y tejidos tumorales de pacientes utilizando la imagen molecular como técnica no
invasiva. Dado el papel activo que juega el receptor tipo 1 de angiotensina Il en la progresion del cancer, es necesario
incrementar los ensayos clinicos que avalen estos resultados. Existe un amplio campo de investigacion relacionado
con el desarrollo de nuevos radiotrazadores SPECT o PET del AT1R con fines diagndsticos tanto en patologias como
la hipertension y enfermedades cardiovasculares, como en oncologia.
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