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La idea de realizar este trabajo de investigacion surgié de la necesidad de solventar
algunas de las principales limitaciones existentes en el mercado actual de los medios de
contraste utilizados en el campo del diagndstico por imagen. Entre ellas, se encuentra la escasez
de medios de contraste multimodales que puedan ser utilizados tanto de manera independiente
en diferentes técnicas de este campo, como en una combinacidn de ellas. Ademas, se busca que
estos medios permitan mejorar la visualizacién de ciertas partes del cuerpo, como por ejemplo
el higado, para las que actualmente no se han desarrollado un gran nimero de medios de
contraste realmente efectivos. La extensa experiencia en el campo del diagndstico por imagen
de la empresa Justesa Imagen S.A.U. (Grupo Juste), en la que se ha llevado a cabo la presente

Tesis Doctoral, ha servido para dar respuesta y soporte a la problematica planteada.

La investigacion realizada se podria considerar como multidisciplinar debido a que se han
utilizado aplicaciones y conocimientos de diversos campos cientificos, como son la quimica
analitica, quimica organica, quimica inorganica, quimica médica, biologia, radioquimica,

farmacologia o farmacocinética.

Una busqueda bibliografica exhaustiva y un planteamiento claro de los objetivos a llevar
a cabo, ha conducido a la sintesis de unos compuestos con unas caracteristicas que posibilitan
su uso como medios de contraste en el campo del diagndstico por imagen. Analiticamente se ha
verificado que tienen una pureza adecuada y, la caracterizaciéon espectroscépica por medio de
diferentes técnicas como 'H RMN, 13C RMN, COSY, HMQC y HMBC, espectro infrarrojo, punto de
fusion, andlisis de masas y analisis elemental (microandlisis) ha permitido confirmar su
identidad.

Con la posterior evaluacién de diversos parametros fisicoquimicos como la osmolalidad,
solubilidad, coeficiente de reparto, afinidad por seroalbimina bovina, relajatividad y nimero de
aguas de coordinacién ha sido posible predecir el comportamiento de los compuestos
sintetizados como medios de contraste para diferentes técnicas de diagnostico por imagen.
También se ha demostrado la seguridad de dichos productos, para lo que se han llevado a cabo
estudios in silico e in vitro de estabilidad metabdlica, citotoxicidad, mutagenicidad y

biodegradabilidad; estableciendo como prioridad la reduccién de la investigaciéon con animales.

Los buenos resultados de correlacion obtenidos en el estudio de calibrador (Phantom)
para las técnicas de imagen por resonancia magnética (iRM) y tomografia axial computarizada
(TAC) de rayos X, han mostrado la validez de los productos sintetizados para su uso en dichas
técnicas de diagndstico por imagen. De esta forma, se han podido realizar una serie de estudios
in vivo en iRM, TAC y PET/TAC para evaluar la aplicabilidad de los compuestos como medios de
contraste en estas técnicas. Después del tratamiento de las imagenes obtenidas, se ha podido
confirmar el uso de los compuestos sintetizados como medios de contraste multimodales para

la visualizacion de diferentes 6rganos como el corazdn, el higado, los rifiones y la vejiga.
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“Solo el que sabe es libre,

y mas libre el que mas sabe.”

Miguel de Unamuno
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I. INTRODUCCION

Diagndstico por imagen: Datos histéricos

Diagnéstico por imagen

El diagnéstico por imagen es el campo que permite a los especialistas observar el cuerpo
humano, o alguna parte de él, a partir de imagenes macroscopicas. Estas pruebas médicas sirven
para detectar enfermedades o comportamientos anémalos en el cuerpo humano y, de esta

forma, es posible establecer tratamientos personalizados para cada paciente.

Los especialistas pueden utilizar diferentes técnicas, dependiendo de los sintomas y de la
zona del cuerpo humano de interés, entre las que se encuentran los rayos X, la imagen por
resonancia magnética (iRM), la medicina nuclear, los ultrasonidos o la imagen o6ptica.

Posteriormente, se realizard una descripcién detallada de las técnicas mencionadas.

Datos histéricos

En 1896 Roentgen () public6é un articulo en el que se mostraban los primeros huesos
humanos vistos con la técnica de rayos X (Fig. 1), lo que supuso el descubrimiento de la técnica
y el comienzo de una revolucién en el campo de la medicina. Los grandes avances cientificos en
diferentes areas (fisica, quimica, ingenieria y matematicas) permitieron dar respuesta a la
necesidad de estudiar el interior del cuerpo humano; surgiendo asi un nuevo campo de

aplicacion en medicina: El diagndstico por imagen.

.
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Figura 1: Primera radiografia de un hueso humano.

Desde ese momento, el diagnoéstico por imagen ha sido un campo en continua evolucion
en el que se han realizado multitud de descubrimientos y en el que, aun en la actualidad, se
siguen llevando a cabo importantes estudios tanto a nivel de investigaciéon como relacionados

con una posterior aplicabilidad.
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En 1911, Rutherford descubrid, (2 investigando con particulas alfa de una lamina de oro,
la estructura del &tomo. Este estaba formado por una pequeiia, pesada y positivamente cargada

parte denominada ntcleo, y una difusa nube con electrones cargados negativamente alrededor.

También en 1911 se registr6 la primera aplicacién con un radioisétopo natural como
trazador, de la mano de G. de Hevesy. Posteriormente, en 1924, de Hevesy utiliz6 radiois6topos

en estudios del cuerpo humano ).

La produccién de is6topos inestables se comenzd a realizar en 1932, coincidiendo con la
invencién del ciclotron por E. Lawrence (4. El ciclotrén consiste en un acelerador de particulas
cargadas con gran energia que permite bombardear nucleos de elementos y asi producir los

isotopos inestables.

El 16 de noviembre de 1942, E. Fermi construy6 el primer reactor de fision nuclear debajo
de las gradas de un estadio de futbol americano abandonado en Chicago (Fig. 2). Estaba hecho
de ladrillos de grafito y no tenia refrigeracion ni protegia a los operarios de la radiacién. El 2 de
diciembre se finalizd su construcciéon y se llevé a cabo la primera reacciéon nuclear. Este
descubrimiento estaba inmerso en el proyecto Manhattan, disefiado para la creaciéon de una
bomba atémica. Con la invencién del reactor nuclear se aumenté la posibilidad de producir

isotopos inestables al poder generar gran cantidad de neutrones.

WELYIN A 0

Chioego Pile I (CP-I), Wordd's First Regstor:

Figura 2: Primer reactor de fisién nuclear.



https://naukas.com/2015/04/13/enrico-fermi-desafiando-a-los-dioses/
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Durante la segunda guerra mundial se consiguieron grandes logros en el campo de la
fisica, convirtiendo ideas tedricas y experimentaciones en nuevas tecnologias que cambiarian el
mundo. Entre ellas cabe destacar la ingenieria nuclear o la ingenieria de radiofrecuencia, que
llegd a su maximo apogeo con la bomba atémica y el radar. Después de la guerra, los
investigadores que habian trabajado bajo 6rdenes militares continuaron trabajando en las
mismas lineas de investigaciéon tanto en universidades como en empresas, obteniendo

resultados que fueron aplicados a la vida civil y a la medicina.

En 1955, E. Odeblad y G. Lindstrom obtuvieron las primeras resonancias de protén de
eritrocitos, musculos, higado de ratas y fluidos humanos ). Entre 1963 y 1971, ]. Mallard, PD.
Cook, M. Kent y J. Hutchison mostraron las diferencias entre los espectros de resonancia de los

electrones que habia entre tumores del higado y rifién (©.

Hal O. Anger inventé en 1958 un sistema de deteccién de radiacién gamma, que

posteriormente pasé a denominarse camara de Anger o gammacamara ().

Mas tarde, en 1971, R. Damadian demostré la posibilidad de detectar enfermedades
utilizando la resonancia magnética basdndose en que los diferentes tejidos emitian sefiales que
se modificaban con el tiempo y con el campo magnético aplicado. Este descubrimiento fue
publicado en un articulo en la revista cientifica Science ®). En 1972 construy6 el primer equipo
y elabor¢ la primera patente de resonancia magnética con titulo “Apparatus and method for

detecting cancer in tissue”, que fue aceptada en 1974 en Estados Unidos.

En 1973, P. Lauterbur consiguié las primeras imagenes similares a la tomografia
computarizada en dos y tres dimensiones aplicando varios campos magnéticos ademas del

campo principal y lo plasm6 en un articulo en Nature ).

Ese mismo afio, P. Mansfield descubrié paralelamente que, aplicando gradientes de
campos magnéticos se podian obtener sefiales capaces de dar informacién espacial de la zona
de estudio. Asf cred el concepto de “espacio K” y posteriormente, en 1976, propuso la secuencia

de Imagen eco-planar (EPI, del inglés Eco-planar Imaging) (19).

P.Mansfield y P. Lauterbur fueron galardonados con el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina en 2003 por estas invenciones, y han sido considerados los padres de la técnica; sin

olvidar a R. Damadian aunque no recibiera ese galardon (1.
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Clasificacion de las técnicas

El campo del diagnéstico por imagen utiliza sefiales fisicas producidas en el interior del

cuerpo humano (mas concretamente en las zonas de interés de los estudios a realizar), que son

indetectables para los humanos y que se procesan para obtener una serie de imagenes.

Dependiendo de la técnica utilizada se generan imagenes con un tipo u otro de informacidn,

pudiendo ser anatémica o funcional.

Una de las diferentes maneras en las que se pueden clasificar las técnicas de diagnostico

por imagen es segun la fuente que se utiliza para obtener las sefiales, pudiendo ser:

- Radiacién ionizante. Se ioniza la zona donde se aplica modificando el nimero de electrones.

Las técnicas que utilizan estas radiaciones son:

o Imagen porrayos X. Se utiliza una fuente de rayos Xy lo que produce la sefial es la cantidad

de estos rayos X que atraviesan la zona de estudio. Dentro de esta se pueden obtener

imagenes planares con equipos convencionales o tridimensionales con la técnica conocida

como Tomografia Axial Computarizada (TAC o TC).

o Imagen por medicina nuclear. Se utiliza una radiacién ionizante emitida por un

radioisotopo (trazador) que se distribuye dentro del cuerpo humano en la zona de interés.

Se pueden encontrar las siguientes técnicas:

Tomografia Computarizada de Emisién Monofotdnica (SPECT, del inglés Single-Photon
Emission Computed Tomography). Utiliza por lo menos una gammacamara para
detectar la distribucién de los trazadores en la zona de estudio, produciendo imagenes

tridimensionales de la distribucion del radioisétopo en la zona de interés.

Tomografia por Emision de Positrones (PET, del inglés Positron Emission Tomography).
El radioisétopo emite positrones que se aniquilan cuando entran en contacto con un
electron y desde la posicion central de la zona estudiada, se emiten dos rayos gamma
con la misma direccién y energia, pero en sentido opuesto. De esta manera, se detecta
la sefial producida por los rayos gamma coincidentes en dos detectores opuestos,
produciendo imagenes tridimensionales de la distribucién del radioisétopo en la zona

de interés.

Terapia. También se puede introducir una radiacién gamma de alta energia desde el
exterior, capaz de producir la muerte celular en la zona de interés. Esto es lo que
comunmente se denomina radioterapia (con aceleradores o fuentes de cobalto, por
ejemplo). Cuando se introduce una fuente radiactiva en el interior del cuerpo, se

denomina braquiterapia.
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- Radiacién no ionizante. Se utilizan ondas o particulas que no son capaces de modificar el
numero de electrones de la zona donde se aplica la radiacién. Las técnicas que utilizan estas

radiaciones son:

o iRM. Utiliza las propiedades magnéticas de los atomos. Aplicando un campo magnético
fuerte, los electrones se alinean comportandose como imanes orientdndose en la misma
direccion. Posteriormente, se crea un campo magnético con una intensidad mas baja, la
direccion de polarizacién varia y, una vez se deja de aplicar el campo la polarizacion, los
electrones vuelven a alinearse con el campo magnético inicial. Si se aplica un pulso de
radiofrecuencia (RF), se genera una sefial en funcién de los cambios de polarizacién de los

atomos en la zona de estudio que puede ser detectada y trasformada en una imagen.

o Ultrasonidos. Utiliza las propiedades del sonido, ya que al aplicar unas ondas de alta
frecuencia (ultrasonidos) sobre los medios de interés, se obtiene una respuesta (eco) con
una intensidad variable en funcién de la densidad de la zona que se pretende estudiar. La

sefial se recibe en un ordenador, pudiendo transformarse posteriormente en una imagen.

o Imagen optica. Aquella que utiliza luz visible, ultravioleta e infrarroja. Las propiedades de
los fotones pueden llegar a interaccionar de diferente manera segtin la zona de estudio
deseada, ya sea en érganos, tejidos o en estructuras mas pequefias como células o

moléculas.
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Mecanismos de interaccién radiacién electromagnética-materia

Las técnicas como rayos X, iRM o medicina nuclear que utilizan unas ondas
electromagnéticas incidentes sobre los &tomos para modificar su estado de equilibrio, aceleran
las cargas eléctricas de estos favoreciendo una rapida propagacion en todas las direcciones del
medio cuando los electrones absorben la energia de la onda incidente. De esta manera, se pueden
llegar a producir dos fendmenos como son la dispersion elastica (Fig. 3) y la dispersion inelastica
(Fig. 4). El primero esta relacionado con el principio de la conservacién de la energia, puesto que
la radiacién producida por los electrones dispersados se incrementa linealmente en funcién del

numero de electrones segun el nimero atémico.

Fotones
dispersados
Foton
incidente
Atomo

Figura 3: Dispersion eldstica.C. Guy, D. Ffytche.

En cuanto al segundo, se puede producir cuando los &tomos absorben parte de la energia
de laradiacidn incidente, liberandose electrones libres que son capaces de ionizar otros atomos.
De esta manera se puede generar una cascada de electrones, ya que cada electréon libre se
convierte en una radiacién incidente para otro dtomo. Este segundo fendmeno se genera con los

rayos X o rayos gamma (utilizados en medicina nuclear) y se conoce como efecto fotoeléctrico.

Atomo
ionizado
Foton
incidente
>

Fotoelectron
liberado .

Figura 4: Dispersion inelastica (Efecto fotoeléctrico).
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Existe una ecuacion (Ec. 1), que expresa la relacién entre la absorcién de la energia por
parte de un 4&tomo, el nimero atémico y la energia incidente. Como se puede ver, la eficiencia de
la absorcién (coeficiente de absorcion: o) es inversamente proporcional a la energia del
fotoelectrén arrancado (E) y directamente proporcional a la quinta potencia del nimero atémico
(Z), de ahi la importancia de nimeros atémicos altos.

ZS

=ﬁ (1)

o

Un ejemplo practico de esta ecuacion es el uso de elementos con elevado peso molecular
en las medidas de rayos X, como el yodo (Z=53), que se administra en la corriente sanguinea
para aumentar la absorcién frente a los rayos X y de esta manera poder ver con detalle ciertas
imagenes de las zonas de interés a estudiar. Por la misma razén, los blindajes de tubos,
detectores y el personal que se encarga de la realizaciéon de estas pruebas médicas llevan
elementos como el plomo (Z=82) para protegerse de la radiacién ionizante con la que se trabaja.
Aun asi, los trabajadores llevan un monitor de exposicién para tener un control en todo

momento de la cantidad de radiacion ionizante a la que estan expuestos.

En el caso de los ultrasonidos e iRM, al no utilizar radiacién ionizante, no existen estos
problemas de exposicion. Es tedricamente imposible que estas técnicas produzcan dafios en los
pacientes porque la radiacién que se administra no tiene energia suficiente para producir

efectos lesivos en la materia biologica.

Anteriormente se ha comentado el efecto en los &tomos cuando se aplica una energia
incidente sobre estos, pero en el diagnéstico por imagen también son importantes las
propiedades de los nucleos. Entre estas destacan la radiactividad, que se utiliza en medicina
nuclear, y los momentos magnéticos nucleares permanentes en iRM. La radiactividad se produce
por la inestabilidad de los nucleos, que da lugar ala liberacién de energia (en forma de radiacion

electromagnética o particulas) para alcanzar un estado mas estable.

Cada elemento quimico tiene un nimero atémico (Z) formado por un niimero de protones
fijos y un nimero variable N de neutrones. Los is6topos tienen el mismo Zy diferente N, pueden
ser estables o inestables, pero son quimicamente indistinguibles. A los is6topos inestables se les
puede denominar radionuclidos. A la hora de identificar estos isétopos se utiliza la forma 4X,
donde Xes el elemento quimico y A es la masa del elemento, siendo esta la suma de Zy N. Algunos
elementos presentan un tnico isétopo estable, como el 19F, pero la mayoria tienen varios. El zinc
tiene cinco is6topos estables como son 64Zn, 66Zn, 67Zn, 68Zn y 70Zn, con abundancias de 49%,

28%, 4%, 19% y 0,6%, respectivamente.
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Clasificacién de los medios de contraste

En todas las técnicas de diagndstico por imagen mencionadas anteriormente es muy
comun el uso de agentes de contraste, cuya funcién es resaltar determinadas estructuras o
procesos para mejorar la visualizacion de la zona de interés. De esta forma es posible llegar a
diferenciar 6rganos, tejidos o tumores que no serian tan visibles si se utilizase la misma técnica,
pero en ausencia de dichos agentes. Los medios de contraste utilizados en el diagnéstico por

imagen se pueden clasificar segun el siguiente esquema (Fig. 5):

Compuestos yodados

Compuestos de bario

Compuestos basados en lantanidos

Medios de
contraste
generales Compuestos basados en manganeso
. ] “MPI0”
Compuestos basados en 6xidos de hierro { “SPI0”
“USPI0”
. , “PARACEST”
| Agentes “CEST “SUPRACEST”
“NANOCEST”
i Liposomas
Medios de Nanoparticulas { Nanoparticulas de gadolinio
contraste ]
érgano- .
8 e Dendrimeros
especificos
Biopolimeros
Medios de
contraste { Compuestos basados en radiois6topos
funcionales

Figura 5: Clasificacién de los medios de contraste
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- MC generales. Aquellos medios de contraste que se pueden utilizar para diferentes tipos de
pruebas, como por ejemplo estudios renales, cardiacos, de esqueleto, etc. Se administran por

via oral o intravenosa y se utilizan para la visualizacidn de huesos, visceras o tumores.

o Compuestos yodados. Son muy utilizados en técnicas como rayos X porque son portadores
de elementos con un ndmero atémico elevado y, de esta manera, son opacos para los
rayos X. Su estructura se basa generalmente en la presencia de al menos un anillo
aromatico triyodado. Debido a la elevada toxicidad de los 4tomos de yodo cuando se
encuentran en su forma elemental, deben ir incorporados en alguna molécula organica
que disminuya su toxicidad y favorezca su eliminacién del cuerpo humano. Pueden ser
administrados por via intraarterial, intratecal e intraabdominal, pero una de sus
desventajas es la necesidad de una elevada dosis. Se pueden clasificar en diferentes

categorias como i6nicos y no idnicos, o monémeros y dimeros.

Los mondmeros idnicos presentan una mayor toxicidad debido a su elevada osmolalidad,
mientras que los mondémeros no idnicos, los dimeros i6nicos y los no iénicos tienen una
osmolaridad inferior, llegando a ser iso-osmolares con la sangre disminuyendo asi las

posibles reacciones adversas tras su administracion.

o Compuestos de bario. Son medios de contraste radiopacos que, generalmente, utilizan
sulfato de bario en su formulacién. Se utilizan para estudios del tubo digestivo,
habitualmente mediante rayos X o TAC. Su funcién es recubrir los 6rganos objeto de

estudio con un material que no es absorbido por el cuerpo. Su administracién es oral.

o Compuestos basados en lantanidos. Son los medios de contraste mas utilizados en iRM y
se basan en las variaciones de los valores de T1 (parametro de relajacién longitudinal que
se definird posteriormente con mayor detalle). Debido a la elevada toxicidad de los
lantanidos (como cationes inorganicos), deben ir incorporados en alguna molécula
organica que disminuya su toxicidad y favorezca su eliminacién del cuerpo humano. Al
tener elementos con electrones desapareados en un entorno acuoso, el tiempo necesario
para que los espines vuelvan al estado de equilibrio disminuye y, de esta manera se
reducen los valores de T1 de las moléculas de agua vecinas. Esto también provoca una
reduccion de Tr (tiempo que transcurre entre sucesivos pulsos, del que se hablara con mas
detalle posteriormente), lo que da lugar a una mayor acumulacién de pulsos en un menor
tiempo y de esta manera favorecer la obtencion de una mayor relaciéon de la sefial por
unidad de tiempo. Debido a sus caracteristicas, los lantdnidos son los elementos idoneos
para ser utilizados en esta técnica; y entre ellos, merece la pena destacar el gadolinio

debido a su caracter paramagnético y la presencia de siete electrones desapareados
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(Fig. 6y 7). Se produce una sefial intensa (contraste positivo) de la zona de interés (12),
Estos compuestos se pueden clasificar segin su carga como iénicos y no iénicos, o segin
su estructura como lineales o macrociclicos. Como alternativa, también existen complejos

de metales como el disprosio y el iterbio.

(b)

Figura 6: iRM de un tumor cerebral en ausencia (a) y en presencia (b) de un medio de contraste basado en gadolinio.

Hz0 F20
0 | O 0} \ O
N/l'_\N N/I'_\N
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N iy O iy~ OH
;\\‘;J o ;\\:J
o C. o °
[Gd(DOTA)H,0) [Gd(HP-DO3A)(H20)] [Gd(DO3A-butrol)(H20)]
Dotarem® (Guerbet S.A.) ProHance® (Bracco) Gadovist® (Bayer Schering

Pharma AG, Bayer Healthcare
Pharmaceuticals)

[Gd(DTPA)(H,0)* [Gd(DTPA-BMA)(H;0)] [Gd(DTPA-BMEA)(H,0)]
Magnevist® (Bayer Schering Omniscan® (GE Healthcare) OptiMARK® (Mallinckrodt Inc.)
Pharma AG, Bayer Healthcare

Pharmaceuticals)

[GA(BOPTA)(H,0)> [GA(EOB-DTPA)(H,0)* . Ms-325 e
MultiHance® (Bracco) Primovist® (Bayer Schering ABLAVAR 0 (formerly Vasovist®,
Pharma AG, Bayer Healthcare AngioMARK®) (Lantheus Medical

Pharmaceuticals) Imaging, Inc,)

Figura 7: Medios de contraste basados en gadolinio utilizados en clinica.
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o Compuestos basados en manganeso. Su estudio comenzd con el objetivo de buscar una
alternativa a los compuestos de gadolinio tras el descubrimiento de la fibrosis sistémica
nefrogénica (NSF del inglés Nephrogenic Systematic Fibrosis), una enfermedad relacionada
con la liberacién de este elemento. El manganeso es un metal con una menor toxicidad a
bajas dosis y ademas es paramagnético, caracteristica que le aporta la capacidad de alterar
los espines de las moléculas de agua y asi poder producir una sefial (13). Sus caracteristicas
como agente de iRM son “mas limitadas” que las del gadolinio porque tiene cinco
electrones desapareados (d®) frente a siete del gadolinio y su momento magnético es
menor, por lo que los compuestos basados en quelatos de manganeso tienen tiempos
menores de relajacion. El inico medio de contraste basado en manganeso en el mercado
es el mangafodipir (Mn(DPDP)?%-), que se utiliza como contraste para imagenes del higado
y en aplicaciones basadas en la transmetalacién lenta de complejos con metales presentes
en liquidos corporales como son Cu?+, Zn?+, Ca2* y Mg2+ (14, Otra desventaja que tiene el
manganeso es que una exposicién a dosis elevadas puede estar relacionada con una
acumulaciéon en el cerebro originando neurotoxicidad con sintomas similares al

Parkinson (15),

o Compuestos basados en 6xidos de hierro. Mas concretamente, se trata de compuestos
basados en micro o nanoparticulas de 6xido de hierro. Estas nanoparticulas funcionan
como pequefios imanes moviles dentro del cuerpo, creando campos magnéticos fuertes y
reduciendo considerablemente los valores de T de los protones de las moléculas de agua

préximas. Se produce un contraste negativo de la zona de interés (16),
= Oxidos de hierro de tamafio de micras (MPIO)

= Oxidos superparamagnéticos de hierro (SPI0): Tienen un didmetro que varia desde los

50 nm hasta varias micras.

= Ultra pequefios 6xidos superparamagnéticos de hierro (USPIO): Tienen un didmetro

menor de 50 nm.

(a) (b)

Figura 8: iRM de higado en ausencia (a) y en presencia (b) de particulas de 6xidos de hierro.
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o Agentes de transferencia de saturacién por intercambio quimico (CEST) (Fig. 9). Son
moléculas que poseen protones (grupos -NH u -OH) que se pueden intercambiar con otros
protones del agua de manera selectiva y asi disminuir la sefial producida por el medio
acuoso de la zona de interés, provocando efectos localizados visibles en iRM. Se utilizan
pulsos selectivos para que sélo afecte a los protones intercambiados sin afectar al resto de
protones de la zona de interés (17). Un ejemplo descrito es el iopamidol (Isovue), que
ademas de ser un compuesto utilizado en rayos X, se puede utilizar en iRM porque tiene
protones de amidas y grupos hidroxilos que favorecen un intercambio de estos con el

medio en funcién del pH de trabajo (8),

Agua
' . Pérdida de la sefial
A k. cest T
Saturacion de Efectg degg;n;raste
radiofrecuencia on

i ;] [ 4 2 1] Z 4 io ;] [ 4 2 O z =]
pom pom

Figura 9: Comportamiento de Agentes CEST.
= Agentes de transferencia de saturacién por intercambio quimico con elementos

paramagnéticos (PARACEST) (19),

= Agentes de transferencia de saturacién por intercambio quimico con un sustrato que
se une mediante un enlace covalente a un elemento encargado del desplazamiento

paramagnético (SUPRACEST) (20),

= Agentes de transferencia de saturacién por intercambio quimico con nanoparticulas

(NANOCEST) @b,
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MC érgano-especificos. Aquellos medios de contraste que se utilizan para pruebas destinadas

al estudio de un érgano en concreto. El caso méas habitual es el higado, para el que se utilizan

medios de contraste que se eliminan mayoritariamente por via hepatica, de manera que se

puede observar el higado y las zonas cercanas a este.

O

Liposomas. Esferas microscépicas de grasa que envuelven a un medio de contraste, lo que
permite alcanzar 6rganos como higado, bazo y ganglios linfaticos. Estos 6rganos captan
los liposomas por los fagocitos y de esta manera son capaces de permanecer un tiempo

hasta que los liposomas desaparecen y el medio de contraste se elimina (22),

Nanoparticulas. Particulas con un tamafio de 100 nm o menos. Tanto el mecanismo de

captacion como su distribucién son similares a los de los liposomas.
» Nanoparticulas basadas en gadolinio (23).

Dendrimeros. Polimeros esféricos con estructura de ramas que tienen unas propiedades
similares a nanoparticulas 4. Presentan un nuimero de iteraciones (generaciones)
definido por un mondémero que esta en el centro de la estructura polimérica. Presenta

muchos puntos reactivos de unioén, utilizados para dar una especificidad a los compuestos.

Biopolimeros. Estan formados por proteinas y/o ADN que tienen quelatos de gadolinio
conjugados. Estas macromoléculas mejoran su funcionalidad porque aumenta el nimero

de iones de gadolinio unidos a cada molécula 25).

MC funcionales (Molecular Imaging). Son sustancias capaces de marcar un proceso

bioquimico o fisiolégico determinado y hacerlo visible mediante la técnica de imagen

adecuada, debido a la incorporacion de algin elemento que proporciona contraste.

o

Compuestos basados en radiois6topos. Estos compuestos se generan marcando con
ciertos elementos quimicos (radiois6topos) una serie de sustancias que se introducen en
el interior del organismo produciendo una emisién de radiacién. El compuesto final
obtenido debe ser quimicamente igual, debe tener la misma actividad y comportamiento
farmacocinético que el predecesor y debe ser metabdlicamente estable. La distribucién de
éste en el organismo da informacion de su localizacién y metabolismo. Estos compuestos
se utilizan tanto en diagndstico como en terapia y se caracterizan por tener una gran
actividad especifica, ademas de una gran selectividad para procesos bioldgicos

especificos (26),
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Imagen por rayos X

1.  Historia y fundamento tedrico

Esta técnica tuvo sus origenes, como se ha comentado anteriormente, cuando Roentgen

descubri6 los rayos X en 1896. Pero no fue hasta 1960 cuando se consiguié un dominio completo
de su uso en el campo del diagnéstico y en terapia.

Posteriormente, en 1972, Hounsfield desarroll6 el primer escaner TAC. De esta manera,
se solucionaron algunos problemas que tenia la técnica convencional de rayos X relacionados
con la obtencién de imagenes en dos dimensiones en una pelicula fotografica. Se consiguieron
imagenes en tres dimensiones haciendo uso de detectores electronicos, y a través de la
eliminacion de la superposicion de tejidos con una densidad parecida, lo que da lugar a una gran
diferenciacion de estos (Fig. 10).

) Radiografia

Radiacidon ol e S
absorbida

J
J
Tubo de
Rayos X Radiacion
dispersada

Figura 10: Técnica convencional de rayos X (radiografia 2D).

La base de esta técnica son los rayos X, una radiacion electromagnética que tiene una gran
energia capaz de ionizar los atomos sobre los que se incide. Al ser un tema relacionado con la
fotografia, es necesario optimizar la cantidad de radiacién empleada sobre la zona de interés; ya

que una sobreexposicidon o una exposicion baja podria originar imagenes que no tuvieran una

buena resolucién, como se puede ver en la figura 11.

. . Sobreexposicion

o Optima exposicion

Baja exposicion

Figura 11: Efecto de la exposicion en una pelicula fotografica.
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Las imagenes obtenidas con esta técnica dependen de una serie de factores como son el
contraste utilizado, la resolucién necesaria y la dosis administrada. En cuanto al primer factor,
los medios de contraste son por definicidn sustancias que producen cambios en la intensidad
relativa de la radiacion incidente aplicada, produciendo una mejora de la visualizacién de ciertos

tejidos o regiones que los seres humanos no serian capaces de observar sin su utilizacién.

Para el procesado de las imagenes se utiliza una transformacién matematica que describid
Radoén en 1917 (27, las transformadas de Fourier. Esto permite generar una imagen a partir de
datos obtenidos de la visualizacién de una zona de interés (Fig. 12). Como se puede ver en la
siguiente figura, en este proceso se analizan secciones transversales obtenidas desde diferentes
angulos y asi se genera una matriz de datos conocida como “espacio k”. De esta manera, se
pueden obtener imagenes en varias dimensiones de la zona del cuerpo humano que se quiere

estudiar, con una resolucién que mejora con el nimero de secciones analizadas.

Seleccion de

' Proyeccion
las secciones
o
F 9
—Te—
Y / -§ ¢

[ .;r- ' -
| 7

Reconstruccion
de laimagen

Figura 12: Proceso de tomografia.

El segundo factor que se mencion6 anteriormente es la resolucion necesaria, que se puede
conseguir modificando pardmetros como el nimero de proyecciones utilizado para formar el
“espacio k”. Como se puede ver en la figura 13, es posible conseguir una mayor resolucién del
objeto de estudio visualizado, variando el nimero de proyecciones, de forma que se incremente
la matriz de datos resultante, teniendo una informacién mas compleja. Cuanto mas delgadas y
localizadas sean las secciones, se consigue una mayor diferenciaciéon de tejidos, huesos u
organos, que podrian estar superpuestos si se utilizara una tnica seccién como en los origenes
de la técnica. Una limitacion que tiene la técnica es la generacion de interferencias producidas
por los movimientos involuntarios de los pacientes durante las exploraciones médicas, ya que
pueden alterar las posiciones relativas de las secciones estudiadas y distorsionar los resultados

obtenidos.
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Seccién phantom 10 proyecciones

30 proyecciones 127 proyecciones

Figura 13: Reconstruccién tomografica.

El tercer factor corresponde a la dosis administrada al paciente. Esta es una gran
limitacién de la técnica debido a la necesidad de una elevada dosis de radiacion ionizante en
cada prueba médica. Por el contrario, tanta cantidad de fotones hace que sea la técnica de

diagnostico por imagen con una mejor relacién sefial/ruido.

En términos de energia, si un fotén visible tiene una energia de 2 eV, los fotones de los
rayos X aplicados en medicina tienen una energia en torno a 80 keV. Debido a esta elevada
energia, existe una interaccion débil con los tejidos bioldgicos y la radiacion afecta inicamente
a los 4&tomos hacia los que se dirige, pero sin afectar a los estados moleculares ni a los celulares.
Esta es la explicacion del por qué algunos tejidos y érganos, como el higado o el rifidon, no se
aprecian realmente bien. Aun asi, es importante intentar reducir la cantidad de radiaciéon

utilizada con el objetivo de minimizar el riesgo para el paciente.

Con el paso del tiempo, se ha ido mejorando la técnica consiguiendo grandes progresos
basados en un aumento de la resolucion, una disminucién del tiempo de analisis y, sobre todo
una mayor seguridad para el paciente. Esto se consigui6 entre otras invenciones, gracias a la
digitalizacion de la técnica, lo que permite a los radidlogos determinar las zonas exactas donde

focalizar los rayos X en terapia de células tumorales sin afectar a los tejidos circundantes.

Con la optimizacion de los equipos se consiguieron unas reducciones de los tiempos para
obtener las imagenes de las zonas de interés, llegando a tardar 0,2 segundos por seccion

analizada.
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En cuanto a la proteccion del paciente y de los especialistas que realizan los estudios, se
ha conseguido una reduccién de la dosis de radiacién ionizante utilizada, se ha aumentado el
conocimiento de la técnica y, desde 1928 es obligatorio llevar a cabo una evaluacién de la
necesidad de la realizacion de la prueba de estudio. Fue en este afio cuando se cred la Comision
Internacional de Proteccion Radioldgica (ICRP, del inglés The International Comission on
Radiological Proteccion) para evaluar los riesgos de la radiacidn ionizante en los humanos y

establecer los limites de exposicién permitidos (28).

Al final de la Segunda Guerra Mundial se pudo estudiar el efecto de la exposicién de
personas a grandes dosis de radiacion ionizante en los supervivientes de las explosiones
atémicas de Hiroshima y Nagasaki. Después de esta catastrofe, se pudo observar que la
exposicion de una persona a dosis elevadas durante semanas o meses podia causar su muerte
y/o tener efectos biolégicos agudos. Afos después también se concluyé que exposiciones a dosis

mucho menores podria producir dafios genéticos, un acortamiento de la vida o carcinogénesis.

La “ICRP” elaboro6 tres normas de utilizacién de la radiacién ionizante para este tipo de
exploraciones que consistian en la evaluacion del beneficio de utilizar la radiacién ionizante,
aplicar el término “ALARA” (tan bajo como sea razonablemente alcanzable, del inglés As Low As
Reasonably Achievable) y que, en circunstancias especiales en las que se necesitara aumentar la

dosis administrada, dicha decisidn fuera supervisada y aprobada por la “ICRP”.

Aunque es una técnica segura para los pacientes y el personal encargado de llevar a cabo
estas exploraciones, hay que aceptar que hay un minimo riesgo asociado a la utilizacién de esta

radiacién ionizante.
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2. Equipamiento

La radiacién ionizante dispersada es uno de los mayores problemas de seguridad para la
salud y el bienestar de los pacientes y los especialistas, por lo que existen diferentes medidas
para reducirla. Sin embargo, estas medidas conllevan un aumento del tiempo de exposicidén y de
la dosis para compensar la dispersidn existente, ya que solamente un 1 % de la energia incidente
se convierte en energia util. Como se puede ver en la figura 14, existen diferentes mejoras en los
equipamientos como el uso de un diafragma que limita el paso del haz de luz con el fin de
exponer Unicamente la zona de interés y no otras partes del cuerpo humano (a). Otra opcién es
la deformacion de la zona de estudio para reducir la longitud del trayecto de la radiacion (b);
utilizada en mamografia. También se utiliza una rejilla anti-dispersion, que esta hecha de plomo
y permite reducir la radiacién primaria y asi parar los rayos dispersados (c). La ultima de las
opciones es aumentar el espacio de aire con el fin de disminuir el flujo de la radiacién y de esta

manera reducir la cantidad de rayos dispersados (d).

Diafrag;ﬁa

Deformacion ~

e
Rejilla . ~
anti-dispersion *
Incremento del
espacio de aire

Figura 14: Formas de corregir la dispersién de radiacion.

De forma resumida, los equipos de rayos X estan formados por un tubo de rayos X que
actia de fuente de la radiacién y un detector que recibe los fotones que han pasado a través de

la zona de estudio de la técnica.
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Los tubos de rayos X producen electrones con un voltaje entre 30 y 150 kV, haciendo que
estos adquieran una energia cinética de la misma magnitud en keV, ademas de una generacion
de calor y un espectro de radiacién electromagnética. El consumo eléctrico de los tubos suele
ser de unos 10 kW y, debido a esto, existe un gran problema con el calor producido. Por ello, y
también por la posibilidad de girar el anodo entre 2000 y 3000 rpm, es necesario el uso de una
refrigeraciéon con agua, aceite o un enfriamiento radiativo. Por estas razones, el material del que
estd formado el dnodo debe ser de elementos con elevado punto de fusién como tungsteno y

rutenio.
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Figura 15: Espectro de energia de rayos X.

Al utilizar un tubo de rayos X con tungsteno como dnodo y un voltaje de 100 keV, se pueden
observar los picos caracteristicos en el espectro de energia. K es el pico caracteristico de la
emisién y L es la linea de transiciéon atémica causada por la pérdida del electrén por parte del
atomo. La linea discontinua corresponde al efecto del filtro de aluminio en el espectro del rayo

dispersado (Fig. 15).
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A continuacion, se puede apreciar un esquema de la formacién de radiacién en un tubo de

rayos X con un dnodo giratorio (Fig. 16).

Generador
de alto
Sistema a vacio voltaje

— Tubo de
corriente

—— de

electrones

B Caiion de
Hazde  Anodo giratorio electrones
rayos X

Figura 16: Generacion de radiacién en tubo de rayos X con anodo giratorio.

Se puede conseguir un aumento de la resolucién si la fuente de radiacion fuera lo mas
delgada posible y continua, para evitar asi una emision de rayos en varias direcciones que
puedan interferir en la medida. En la figura 17 se muestra una comparativa del uso de una fuente
delgada y una mas gruesa, y se aprecia que la imagen de la delgada no presenta tantas
distorsiones en la forma como la otra. Una excepcion relacionada con las fuentes de radiacion es
su aplicacion en la odontologia, ya que se requiere una radiacién menos potente porque la zona
de interés es mas estrecha y el tubo no necesita giro durante el analisis, por lo que no hay tanta

dispersion de la radiacion.

Foco delgado Foco grueso

LA

Serial -I_I_ “\_/—'

Figura 17: Incremento de la resoluciéon. Foco de radiacion delgado (izq.) y foco de radiacion grueso (der.).
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En cuanto a los tipos de detectores utilizados en la técnica de rayos X, se pueden destacar
los detectores electrénicos, detectores de fotones, detectores de ionizacién, detectores de

centelleo y detectores de semiconductor (o de estado sdélido).

Los detectores electrénicos son aquellos que utilizan el sumatorio de los fotones emitidos
como pares de electrén-ion generados y su posicién en el momento de recepcién de los datos.

La gammacamara utiliza este tipo de detector.

Los detectores de fotones utilizan una fuente de radiacién de rayos X, que emite fotones
capaces de provocar una liberacidon de electrones de los atomos sobre los que se aplica la
radiacién, emitiendo una energia que se puede medir y cuantificar. Se puede amplificar la sefial
por medio de intensificadores (Fig. 18), que son laminas de elementos pesados de titanato de
bario o sulfuro de zinc entre otros, que utilizan la energia de los fotones para formar estados
inestables de los atomos pesados al perder un electrén y asi conseguir una emisién de un
espectro de fotones visibles que son fluorescentes o fosforescentes. Estos electrones se pueden
reemitir hacia otros &tomos y asi provocar una lluvia de entre 100 y 1000 fotones con energias
entre 2 o 3 eV (fotones de luz azul), produciendo una amplificacién de la sefial obtenida. Como
se comentd anteriormente, se suele utilizar una pantalla anti-dispersion para reducir las

interferencias.

Fotones incidentes
Fotones

dispersados

l u I I IN u I II N “ ' I I w I Rejilla anti-dispersion

Y Y v Pantalla de f6sforo

",

Fotones

secundarios

Figura 18: Esquema de pantalla intensificadora.
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Los detectores de ionizacidén (Fig. 19) se basan en la capacidad de los rayos X para producir
pares de electron-ion, con la posibilidad de generar reacciones de ionizacién por parte de los
electrones liberados sobre otros atomos. Recolectando las cargas secundarias generadas y su
intensidad se podria registrar la intensidad de la radiacién ionizante incidente. Estos detectores
tienen en su interior una cdmara llena de un gas con elevado nimero atémico, como xenén o
criptdn, con la finalidad de poderse ionizar al aplicar un campo eléctrico entre el electrodo y una
pared metalica de la camara. Los electrones liberados se aceleran con un campo eléctrico hacia
el anodo y los atomos cargados positivamente se desplazan hacia el catodo; de esta manera se
genera un pulso que se puede medir en forma de corriente eléctrica que se percibe en un circuito
externo. Una opcidn para aumentar la eficiencia de la técnica es utilizar la ionizacién de
filamentos metalicos con alto nimero atémico y asi comenzar a formar los pares de electrén-ion
del gas del interior de la cAmara. Este tipo de detectores se puede utilizar en técnicas de rayos X

convencionales, TAC y en cadmaras de PET.

Flujo de
fotones

Corriente
electron-ion

Camara de
ionizacion

Figura 19: Detector por ionizacién de fotones.
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Los detectores de centelleo (Flg. 20) cuentan con un cristal de centelleo que convierte la

radiacién incidente en luz visible y medible; este cristal suele ser inorganico, de yoduro sédico

dopado con talio u otro compuesto organico como antraceno o tolueno. Otro componente que

tienen estos detectores son los fotomultiplicadores, que son fotocatodos (dispositivos que

tienen como funcioén la descarga de electrones cuando se expone ante una sefial luminiscente).

Seglin avanza la sefial luminosa en el detector, los fotocatodos estan cada vez mas cargados que

sus predecesores y de esta manera se genera una lluvia en forma de cascada de fotones visibles

de 2 eV. Esto se traduce en una corriente eléctrica amplificada que se puede medir. Un problema

de este tipo de detectores es su baja sensibilidad. Una aplicacién de estos detectores es en las

gammacamaras.

\J\—' | Salida de la
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Sistema
a vacio

~ Cascada de
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Cristal de
centelleo

Rayos X
incidentes

Figura 20: Detector de centelleo.
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Los detectores de semiconductores (o de estado sélido) (Fig. 21 y 22) utilizan una
combinacion de los detectores comentados con anterioridad, ya que utiliza la radiaciéon
ionizante incidente sobre un elemento semiconductor que esta hecho de silicio o germanio con
la finalidad de generar las uniones electrén-ion que se aceleran con unos componentes
eléctricos, produciendo una amplificacién observable en forma de una corriente de pulsos. Los
fotones que son emitidos desde la zona de estudio del paciente llegan a una pantalla
fluorescente de entrada que actia de fotocatodo, amplificando la sefial y orientando los fotones
hacia una ventana de titanio que no permite su dispersion. Posteriormente, los fotones chocan
con una fina pantalla fluorescente de yoduro de cesio y se crea una cascada de fotones visibles
de 25 kV hacia una pantalla fluorescente de salida, que tiene un diametro pequefio y acttia como
una cdmara de television. Esta disefiado para eliminar la dispersién de los electrones y por esta
razon, el equipo tiene que estar a vacio y protegido de interferencias magnéticas. Las imagenes
que se obtienen son de buena calidad, consiguiendo una reduccién en la exposicion de radiacion

sobre el paciente.

Lentes de Kf Q

electrones

Rayos X
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- television
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Figura 21: Esquema de un detector de semiconductores.

Figura 22: Equipo moderno con detector de semiconductores de estado sélido con amplificador y tubo de rayos X
montado en estructura con forma de C.

28



I. INTRODUCCION

Diagndstico por imagen: Imagen por rayos X

Los escaneres que se utilizan en el diagnéstico por imagen han tenido una evolucién

histérica, pudiéndose distinguir claramente varias generaciones de estos.

En la primera generacién, el EMI CT1000 fue el primero en comercializarse. Unicamente
utilizaba una proyeccién almacenada después de incidir los rayos X hacia el paciente. Tenia la
desventaja de no tener capacidad de rotacidn sobre el paciente, por lo tanto, necesitaba una gran
cantidad de tiempo para conseguir realizar diferentes proyecciones y conseguir una mejor

imagen.

Posteriormente, en la segunda generacion, se crearon escaneres con capacidad rotatoria
mecanica sobre el paciente, pero, aun asi, tardaban unos cinco minutos en obtener la imagen de
cadaseccién. Se requeria mas de una hora para un analisis completo de la zona estudiada debido
a la necesidad de estudiar muchas secciones y la existencia de artefactos generados por el

movimiento de los pacientes, como la respiracién o movimientos involuntarios.

En la tercera generacion, se consiguieron escaneres capaces de conseguir imagenes
simultaneas de todo el cuerpo humano utilizando unas fuentes de rayos X giratorias alrededor
del paciente y unos detectores pequefios que estan colocados unos a continuacion de otros. Estos
detectores permiten conseguir una resolucion del orden de un milimetro y pueden ser de xenén,
teniendo una baja eficiencia, pero alta estabilidad; tubos de yoduro de sodio alternados con
componentes eléctricos PN, siendo muy eficientes, pero con una menor vida util; o detectores
semiconductores de germanio y bismuto, que son poco estables. Una limitacién que tienen estos
escaneres es la incapacidad de generar imagenes en tres dimensiones ya que se limita a la

generacion de imagenes bidimensionales (Fig. 23).
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Figura 23: Escaner de rayos X-TAC de tercera generacion.

29



I. INTRODUCCION

Diagndstico por imagen: Imagen por rayos X

Posteriormente, apareci6é la tomografia axial computarizada helicoidal, que mejoré la
tecnologia anterior, ya que ademaés de tener una fuente de rayos X giratoria, los pacientes se
mueven también en el eje longitudinal, haciendo que se puedan obtener imagenes en tres
dimensiones en un tiempo menor que los escaneres anteriores. Otra ventaja de estos escaneres
es la posibilidad de eliminar los artefactos producidos durante el analisis, generalmente debidos

a movimientos involuntarios del paciente (Fig. 24).
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Figura 24: Tomografia axial computarizada helicoidal.
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3. Medios de contraste en Rayos X

El uso de medios de contraste en el campo del diagndstico por imagen con rayos X tiene el
objetivo de mejorar la visualizacién de diferentes tipos de tejidos blandos como la médula
espinal, el higado, la vejiga, el intestino o vasos sanguineos, modificando la atenuacién de los
rayos X cuando se incide sobre la zona que se pretende estudiar. Esto es debido a que la
absorcion fotoeléctrica producida por los rayos X crece favorablemente cuando aumenta el
numero atémico (Z) y, de la misma manera, se consigue una mayor atenuacion de la imagen en

la zona donde se acumula el medio de contraste administrado.

Un ejemplo de este comportamiento es el de los medios de contraste que tienen atomos
de yodo, ya que estos se introducen en la corriente sanguinea antes de la aplicaciéon de los
rayos X y de esta manera aumenta la atenuacién de la sangre y se pueden obtener mejores
imagenes de tejidos blandos. Como el nimero atémico promedio de los tejidos blandos y de la
sangre es 7 y el yodo tiene un nimero atémico de 53, si se administra una disolucién de 1% de
yodo se conseguiria un aumento del contraste de 250 veces, segin la ecuacién del efecto
fotoeléctrico comentada anteriormente (Ecuacién 1), en la que Z es la relacién de los nimeros

atomicos (53/7) y E es la energia del fot6n arrancado (10 keV).

Otro ejemplo es la aplicacién de compuestos de bario en pruebas de diagndstico por

imagen de intestino.

Histoéricamente, se comenzaron a utilizar los medios de contraste en la técnica de rayos X
desde que se estudid el tracto urinario 29). Posteriormente, en 1917, D. Cameron recomendd el
uso de yoduro sddico y potasico para estudios de pielografia 39. En 1923 se comenz6 a estudiar

la administracion oral e intravenosa de yoduro sédico para visualizar el tracto urinario 1.

Mas tarde, se estudiaron los anillos de piridina yodados por su selectiva excrecion por el
higado y rifidn; por esta razoén los llamaron “Selectans” y fueron utilizados para el tratamiento
de infecciones de rin6én y vesicula biliar. También se consider6 su valor para poder visualizar las

vias urinarias por rayos X al tener atomos de yodo.

El primer medio de contraste no idnico con administracién intravenosa utilizado con éxito
para urografia fue el derivado de N-metil-5-yodo-2-piridona (selectan); pero se prefiri6 utilizar
un medio de contraste con menor toxicidad y mayor solubilidad como fue la sal s6dica del
derivado 5-yodo-5-piridona-N-acetato (Uroselectan), cuya patente fue publicada en mayo de

1927 por Rath.
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Dos afios después, Brinz y Rath modificaron el anillo de piridina afiadiéndole dos 4tomos
de yodo sintetizando diodrast (Diodone) y neo-ipax (Uroselectan B, lodoxyl). Schering
Kahlbaum se convirtié en el principal fabricante mundial de medios de contraste intravasculares

con estos medios de contraste que fueron utilizados en urografia durante veinte afios.

Intentando reducir la toxicidad, se sintetiz6 el acetrizoato de sodio (Urokon, Diaginol), que

se usé en clinica desde 1952 por Mallinckrodt, siendo el primer medio de triyodado (32).

Posteriormente, en 1956, se demostréd que con un segundo grupo acetilo afiadido a un
anillo aromatico totalmente sustituido con los tres &tomos de yodo se reducia la toxicidad 33).
De esta manera surgio el diatrizoato sodico, que se introdujo en el mercado a mediados de los
afios 50 como Urografin (Schering AG), Renogarfin (Squibb) y Hypaque (Sterling Drug),
convirtiéndose en el principal medio de contraste intravascular hasta el desarrollo de los medios

de contraste de baja osmolaridad y los no iénicos en los afios 70.

T. Almén demostr6 que una alta osmolaridad estd directamente relacionada con la
toxicidad de los compuestos, por lo que a partir de ahi comenz6 a realizarse el estudio de una
serie de compuestos con una menor osmolaridad sustituyendo para ello los grupos ionizables
por grupos no ionizables como amida (4. De esta manera, se consiguié un aumento de la
solubilidad en agua a la vez que la hidrofilia, reduciendo los valores de viscosidad. En 1969,
después de pruebas biolégicas y farmacoldgicas, se comenzé a comercializar el primer medio de
contraste de baja osmolaridad, el Amipaque (metrizamida) 3. Este tenia un gran inconveniente
y es que era inestable en disolucion, por lo que no podia ser autoclavado. Para solucionar este

inconveniente se aislo por liofilizacién y se utiliz6 como medio de contraste para mielografia.

Su elevado coste de fabricacion y su incompatibilidad para estudios vasculares trajeron
consigo el descubrimiento a mediados de los afios 70 de los medios de contraste de baja
osmolaridad de segunda generacion. Entre estos cabe destacar el iohexol (Omnipaque) y el
iopamidol (Niopam), que son mas faciles de producir y mas baratos (3¢) al no tener el radical de

glucosa y ser estables en disolucion.

Posteriormente, para reducir mas la osmolaridad, se tuvo la idea de unir dos moléculas no
ionicas (mondmeros) por medio de un enlace covalente para producir un dimero con seis
atomos de yodo. Entre estos compuestos estan el iodixanol (Visipaque) y el iotrolan (Isovist),
que tienen una osmolaridad similar al plasma a cualquier concentracién 37), lo que hace que sean

menos nefrotoxicos (38),
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4, Pruebas médicas

Para la técnica de diagnéstico por imagen de rayos X existe una gran cantidad de pruebas

médicas. Algunas de las mas utilizadas son las que se describen a continuacion:

- Radiografia estdndar. Es aquel estudio de diagnéstico por imagen del interior de un ser
humano en el que se aplica una radiacién de rayos X a un paciente para obtener una imagen

de la zona de estudio deseada. La gran ventaja es que es una técnica rapida. Algunos ejemplos

de imagenes obtenidas con esta técnica son las siguientes (Fig. 25-27).

Figura 25: Imagen obtenida en una radiograffa Figura 26: Imagen obtenida en una radiografia dental.
de manos.

Figura 27: Imagen obtenida de una radiografia de columna vertebral.
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- Angiografia. Es aquel estudio de diagnostico por imagen de los vasos sanguineos de un ser
humano en el que se utiliza un medio de contraste para aumentar la resolucion y asi poder
detectar problemas relacionados con enfermedades del corazén. Las especialidades mas
frecuentes de esta técnica son la arteriografia (imagenes de arterias) y venografia (imagenes

de venas). Algunas imagenes obtenidas con esta técnica son las siguientes (Fig. 28 y 29).

Figura 29: Imagen obtenida en una angiografia
con contraste de una mano.

Figura 28: Imagen obtenida en una angiografia
con contraste.

- Cistografia. (Fig. 30). Es aquel estudio de diagnostico por imagen de la vejiga utilizando una
insercion en esta de un catéter para administrar un medio de contraste y posteriormente
irradiar con rayos X. Se realiza este estudio para determinar causas de infecciones y para

realizar una exploracion de la existencia o no de tumores o calculos.

j5 Wy

Figura 30: Imagen obtenida en una cistografia.

34


https://www.volusiahandsurgery.com/the-cold-hand/
http://www.teknon.es/fr/pruebas-diagnosticas/diagnostico-imagen/radiologia-convencional-digitalizada/abdomen-pelvis/cistografia-cums

I. INTRODUCCION

Diagndstico por imagen: Imagen por rayos X

Colecistografia. Es aquel estudio de diagnostico por imagen de la vesicula biliar (Fig. 31). Se
administra un medio de contraste que se elimina selectivamente por via hepatica para

mejorar su imagen. Esta técnica fue desarrollada por Graham, Cole y Copher en 1924.

Figura 31: Imagen obtenida en una colecistografia.

Colangiografia. Es aquel estudio de diagndstico por imagen de las vias biliares, que
transportan la bilis desde el higado hasta la vesicula biliar y el intestino delgado (Fig. 32). Se
administra un medio de contraste con la finalidad de mejorar la calidad de la imagen de la

zona de interés estudiada.

Figura 32: Imagen obtenida en una colangiografia.
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Imagen por resonancia magnética nuclear (iRM)

1.  Historia y fundamento tedrico

La técnica de diagnoéstico por imagen conocida como imagen por resonancia magnética es
una técnica no invasiva en la que el paciente no es sometido a una radiacion ionizante. Sus inicios
datan de 1946, cuando varios grupos de investigacién liderados por Bloch y Purcell
descubrieron este fendmeno durante el estudio de las propiedades magnéticas del nicleo de los
adtomos. Observaron que los momentos magnéticos nucleares en estado liquido o sélido de los
atomos se modificaban variando las propiedades fisicas y quimicas de los atomos colindantes;

un hallazgo que los llevé a compartir el Premio Nobel de fisica en 1952 39(40),

Inicialmente, esta técnica se denominé resonancia magnética nuclear espacialmente
localizada, pero con objeto de acortar el término pasé a denominarse técnica de imagen por

resonancia magnética.

En 1952 Hahn descubri6 la técnica espin-eco, un gran avance que se basa en el uso de la
resonancia magnética pulsada 1. Su funcionamiento se describira mas adelante con mayor

detalle.

Entre los afios 1950 y 1972 se desarrollé y mejoré la técnica de espectroscopia de
resonancia magnética nuclear, pero no fue hasta principios de los anos 70 cuando se comenz6 a

utilizar la técnica de iRM en grupos de investigacién de Europa y América.

R. Damadian, en 1972, present6 una patente donde reivindicaba el concepto de iRM para

la deteccion del cancer (42),

En 1973 Lauterbur publicé las primeras imagenes de un dedo humano en Nature, aunque
los evaluadores la descartaron inicialmente por falta de utilidad. Mas tarde, en 1977, Damadian

publicé imagenes de un cuerpo humano entero por primera vez en la historia (3).

Hasta ese momento, la gran limitacion de la técnica consistia en el tiempo necesario para
obtener una imagen; pero con las técnicas conocidas como turbo espin-eco (TSE) y la imagen
eco-planar (EPI) se consiguid disminuir considerablemente el tiempo necesario para adquirir la

imagen de cada seccion.

36



I. INTRODUCCION

Diagndstico por imagen: Imagen por resonancia magnética nuclear (iRM)

Desde 1990 la técnica se ha convertido en una de las técnicas mas utilizadas por los
especialistas por su reducido riesgo para el paciente y la capacidad de obtencién de imagenes
con gran calidad. Las principales ventajas que tiene esta técnica frente al resto son la posibilidad
de obtener imagenes en dos y tres dimensiones a tiempo real de tejidos blandos con una mejor
resolucién espacial 4, junto con la flexibilidad de eleccién de la zona del paciente a estudiar ).
En la actualidad existen en el mundo unos 20000 escaneres de iRM y se realizan unos 50
millones de pruebas de resonancia; de todas ellas, en un tercio se utilizan medios de contraste

para mejorar las imagenes obtenidas y poder diferenciar tejidos y 6rganos.

Alahora de estudiar realmente el funcionamiento de iRM, no se puede tratar a los &tomos
individualmente, ya que cada parte de un tejido tiene muchos nucleos polarizados; por ello, el
conjunto de momentos magnéticos nucleares por unidad de volumen de tejido (M) es

caracteristico de cada tejido (46).

La técnica de iRM estudia los diferentes parametros de relajacion para la formacion de las
imagenes; uno de ellos es el tiempo de relajacion longitudinal o espin-red (T1), que se define
como el tiempo que tarda M en volver al 63% del estado de equilibrio desde el momento en el
que se deja de aplicar el pulso de RF. Otro parametro importante es la relajacion transversal o
espin-espin (Tz), que es el tiempo que tarda la magnetizacion transversal en reducirse al 63%

de su fuerza maxima.

Los valores de T; dependen de la temperatura, la naturaleza del tejido y del campo
magnético aplicado (B); ya que cuanto mayor sea el campo B, los espines estaran sometidos a
una energia mayor y se necesitara mas tiempo para regresar al estado de equilibrio. En cambio,

los valores de T, son independientes del campo B aplicado.

Otro parametro que se utiliza en iRM para la diferenciacion de los tejidos u érganos
estudiados es la relacion de densidades entre los medios, siempre teniendo como referencia el
agua debido a que en medio acuoso la sefial medida tiene unos valores préximos a 2 segundos.
En cambio, para nucleos de hidrégeno en objetos s6lidos como los huesos, la sefial de RF medida
tiene unos valores cercanos a 1 pys. De esta manera se definen los limites mas extremos de lo que
puede ocurrir en el interior del cuerpo humano de un paciente. Esto supone una alternativa al
resto de técnicas de diagndstico por imagen para poder diferenciar con buena resolucién el

higado y rifién.
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En la tabla 1 se pueden observar las relaciones entre los pardmetros y la tonalidad

observada para diferentes zonas estudiadas del cuerpo:

Tabla 1: Escala de grises en iRM

T: T

Aire Negro Negro
Hueso Negro Negro

Interior de los vasos con
Negro Negro
alto flujo

Calcificaciones

Agua Blanco

Fluido cerebroespinal Blanco

Sustancia gris Gris claro
Rifion _ Blanco

Higado Blanco
Bazo Blanco
Musculo

Sustancia blanca

Gris claro Gris oscuro
Grasa Blanco Gris oscuro

Tumor Blanco Blanco

38



I. INTRODUCCION

Diagndstico por imagen: Imagen por resonancia magnética nuclear (iRM)

El fundamento tedrico de la técnica de diagnostico por imagen iRM se basa en la variacién
de los momentos magnéticos de los nuicleos de hidrégeno en las moléculas de agua, ya que cada
uno de estos presenta un momento magnético con la capacidad de modificarse al aplicar una
fuente magnética externa y una RF, generando asi una sefial que se puede detectar y medir con
la ayuda de detectores que se encuentran fuera del cuerpo humano. Por esta razoén, los
momentos magnéticos de tejidos y 6rganos son susceptibles de sufrir cambios al aplicar campos

externos variables.

Cualquier 4tomo puede crear un campo magnético externo por el que circulan electrones
produciendo una corriente eléctrica; de esta manera, se forma un dipolo con otras particulas de
carga opuesta. Este dipolo tiene un momento dipolar que depende de la atraccién o repulsién de
los atomos que lo forman, y una direccién perpendicular a la 6rbita de Bohr. Este momento
dipolar se define en la ecuacion 2:

e
uBohr:_ﬁxl‘ (2)

Donde pgonr €s el momento magnético de los electrones, e es la carga del electrén, m es la
masa del electrén y L es el momento angular. Se puede deducir que la fuerza del campo
magnético generado es proporcional a e/m. La relacién e/Zm, se conoce como la relacion
giromagnética de Larmor (y), y es la relacion entre pgon- y L. Este valor regula la frecuencia de
resonancia en iRM y es caracteristico de cada iso6topo, ya que refleja los movimientos
electrénicos atémicos. El momento angular de cada electrdn esta cuantizado y varia en funciéon

de fracciones enteras de la constante de Planck (h) (Ec. 3).

Hponr =Y XL = y xnh (3)
Donde n es un nimero entero.

Con esto se podria concluir que un atomo de hidrégeno no tiene un momento atémico
permanente, ya que su configuracion es 1s! y L=0, lo que demostraria que no esta en una 6rbita
circular bien definida. Sin embargo, esta teoria no es aplicable en el caso del atomo de hidrégeno,
ya que tiene el momento magnético de su espin intrinseco %2 (h/2m) por el tnico electrén que

posee.
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En la tabla 2, se incluyen algunos parametros de diferentes is6topos. Se puede observar
que el nucleo que mas se utiliza en iRM es el de hidrogeno porque es el que tiene mayor relaciéon
giromagnética, produciendo imagenes con una mayor sensibilidad relativa. Otra conclusién que
se puede sacar de la tabla es que, en el caso de existir un mismo elemento con varios is6topos
como es el caso del carbono, estos tienen diferentes momentos magnéticos nucleares debido al
diferente nimero de neutrones. Es muy posible que en el futuro se puedan llegar a utilizar otros
elementos en iRM que no sean hidrogeno; pero al tener una masa mayor que la del hidrégeno,
su relajaciéon giromagnética serd menor y se necesitara una mejora de la sensibilidad de los

equipos utilizados para obtener imagenes de buena calidad.

Tabla 2: Datos is6topos en iRM

Espin  (Relacion giromagnética) Sensibilidad
Nucleo  Abundancia (%)
(h/2m) y/21 (Mhz/T) relativa de imagen
1H 100 Y2 42,58 1
12€C 98 0 - -
13C 1,1 Ya 10,71 1,8x 10+
170 0,04 5/2 -5,77 2x10+
14N 99,63 1 3,08 1x103
23Na 100 Y2 11,26 9,3x102
31p 100 Y2 17,23 6,6 x 102

El proceso de iRM comienza con la aplicaciéon de un fuerte campo magnético externo (B)
para alinear los spines y posteriormente, estos vuelven al estado inicial creando una sefial que
se observa por la variacién de energia generada en esta relajacién (AE). En funcidn de la fuerza
de los enlaces, la energia liberada serd mayor o menor. La energia que se libera se puede
expresar con la siguiente ecuacion, donde h es la constante de Planck (Ec. 4):

AE=y(%)B (4)
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Los cambios en la direccién de los espines requieren una pérdida o ganancia de energia

que se explica como una variacién en la frecuencia resonante (v) de la siguiente manera (Ec. 5):
v= AE/h (5)

Al aplicar un campo magnético B sobre un tejido, los protones se alinean en la misma
direccion que el campo magnético B llegando a un estado de equilibrio. Si después se aplica una
fuente externa de RF por pulsos, se produce una variacion de la polarizacion de los protones. En
este tiempo hay un intercambio de fotones entre los atomos del medio debido a las variaciones
de la polaridad de los momentos magnéticos de estos hasta que se llega al estado de equilibrio.
Con estos cambios se puede apreciar una variaciéon en la energia medible, que utilizando

transformadas de Fourier permite obtener imagenes de la zona de estudio deseada (Fig. 33).

U

T

Amplificador de
radiofrecuencia

Sefial

) I I
W Frecuencia
Oscilador de
radiofrecuencia

Figura 33: Esquema iRM.

En la siguiente imagen (Fig. 34) se observa que los pulsos de RF aplicados generan ondas
sinusoidales con un comportamiento resonante. El comportamiento sinusoidal es debido a la
variacion de la polaridad de M con una frecuencia de Larmor (fi) (Ec. 6). En funcién de la
frecuencia de Larmor caracteristica de cada is6topo y la fuerza del campo magnético aplicado se
produce una senal FID (del inglés Free Induction Decay) generada por la variacion de los
momentos magnéticos de M.

_YB
T2

fi (6)
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i
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Figura 34: Comportamiento resonante en iRM.

El tiempo que tarda M en tener una inversiéon completa (360°) equivale a la ecuacion 7. A
tiempo de Tyueira/4, M habria sido expuesto a 90° En la técnica de iRM los pulsos utilizados son

de 90°y 180° para crear las condiciones iniciales.

1
Tvuelta - @ ( 7 )
Cuando finaliza la aplicacién del pulso de RF, la frecuencia de Larmor para M (F.) se explica
como la ecuacién 8, con un comportamiento circular en el plano XY. Utilizando esta rotacion de
la polaridad por medio de una bobina de captacién, se produce una diferencia de potencial que
es la sefial FID observada. La intensidad de la sefial observada debida a la polarizaciéon va
decreciendo exponencialmente con el tiempo teniendo una pendiente de et una vez que se
deja de aplicar el pulso de RF. De la misma manera, la amplitud de la sefial es directamente

proporcional a la duracién del pulso de RF aplicado (Fig. 35 y 36).

FL=vB (8)

......

—_—
Conversién

| analégica a
digital

5 |
o — T — N\ -

Oscilador de RF

Figura 35: Sefial FID de iRM. Figura 36: Obtencidn de la sefial en iRM.
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2. Técnicas de medida

A continuacién, se pasard a comentar una serie de técnicas que se pueden utilizar en
funcién de los requerimientos del estudio. Todas ellas son modificaciones y variaciones que
tienen en comun el estudio de los parametros de relajaciéon de T1 y T». Entre ellas se encuentran
la recuperacién de fase, inversién-recuperacion, espin-eco, gradiente-eco, turbo espin-eco, eco

de gradientes, secuencia eco-planar y GRASE (del inglés Gradient- and Spin-Echo).

Las técnicas mas simples utilizadas en T; se conocen como recuperaciéon de fase e
inversion-recuperacion. La primera de estas, la técnica de recuperacion de fase utiliza un pulso
inicial de RF de 90° y posteriormente, a un tiempo Tr (tiempo que transcurre entre diferentes
pulsos) que es inferior a 5T; se aplica otro pulso de 90° (es importante que sea antes de que los
espines regresen al estado de equilibrio). La sefial FID obtenida que se observa se puede

describir por la ecuacion 9, siendo esta dependiente de Ty y Txr.

S=M0(1—e_%) (9)

La técnica de inversion-recuperacion (IR) coincide con la primera en la dependencia de
T1, pero el primer pulso aplicado es de 180° en vez de 90°. Posteriormente, mientras los espines
vuelven a las condiciones de equilibrio, se aplica otro pulso de 90° para obtener una inversién
de la magnetizacion y en ese momento se analiza la sefial obtenida. El tiempo transcurrido entre
los dos pulsos se conoce como tiempo de inversion. Esta técnica, al ser dependiente de Tj,
permite elegir un T; de trabajo especifico o eliminar las sefiales que no interesan con el fin de
reducir artefactos de la imagen; y de esta manera, por ejemplo, se podria compensar la sefial
producida por la grasa 47). Su inconveniente principal es la necesidad de aplicar tiempos de

repeticion largos para que la relajacion se complete (Fig. 37 y 38).

180 1807
Pulso de 90"
RF |'|
—
Tg Tg Tg
I e-t(T2)
| " n
Senal 0 . o II' ;
i Coor, |
e 4T,
FID Eco 1 Eco 2

Figura 37: Técnicas sensibles a Ti.
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(b)

Figura 38: Imagen IRM con gradiente-eco sin (a) y con (b) inversién-recuperacion.

En cambio, si lo que interesa es focalizar los estudios con técnicas dependientes de los
valores de T, se utiliza la técnica de espin-eco (SE, del inglés Spin-Echo) (Fig. 39) en la que a un
tiempo de eco (Tr) después de aplicar un pulso de RF de 90°, se aplica un pulso de 180° capaz de
invertir por completo la polaridad de M. Posteriormente, se puede observar que a un tiempo 2Tg
la polaridad ha vuelto a condiciones iniciales y la sefial que se observa tiene un comportamiento
de eco. Si a un tiempo Tr después de 2Tz se aplica otro pulso de 180° invirtiendo otra vez la
polaridad, a 4T se observaria otro eco de la senal inicial con una intensidad decreciente
exponencialmente seglin la ecuacién 10 (8. Esta técnica se utiliza para corregir el efecto de
variaciones en el campo magnético aplicado a M producidas por el propio campo creado, por
tejidos heterogéneos o por la presencia de impurezas o particulas que tengan una carga
magnética. Las imagenes tienen la separacion deseada mediante una variacién Tr y Tg 9. Esta

técnica es la mas sencilla y conocida, asi como la mas utilizada en la actualidad.

t
S=My(l—e T2) (10)
180 180"
Pulso de 90"
RF |'|
B e e =
T, T, T,
.'. =t /T2
c
& ﬁ;, H '..-
Senal — e —
I il A Sl
Uil 2T ¥ .II 4 [
FID Eco1 Eco 2

Figura 39: Técnica de espin-eco.
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En la técnica de iRM, al igual que en rayos X, se analizan varias secciones de la zona
estudiada para obtener una imagen en dos y tres dimensiones. En este caso, los especialistas
tienen la capacidad de elegir secciones entre 1 y 20 mm dependiendo del pulso que interese
aplicar. Una limitacién que tiene la técnica de iRM y que se debe al uso de ondas de alta
frecuencia, es la propagacion indeseada de la sefial de RF que se aplica sobre la seccién de interés

ya que puede llegar a producir artefactos en la imagen generada distorsionando el resultado.

Existen técnicas que son capaces de corregir esta propagacion indeseada, entre las que se
encuentra la técnica de eco de gradiente (EG) (Fig. 40) 59, que se basa en la obtencidn del eco
mediante una aplicaciéon de un campo magnético en forma de gradiente. El procedimiento
consiste en una inversién de la direcciéon del campo magnético del gradiente una vez que se deja
de aplicar el pulso de RF; de esta manera, se produce una inversién de la polaridad de la
magnetizacién durante un tiempo suficiente para que la inversidn sea completa. Si no se utiliza
un pulso de RF, se pueden utilizar dngulos de excitacién inferiores a 90° para la inversion de
polaridad, que permiten la utilizacién de tiempos de repeticion cortos y asi conseguir disminuir

el tiempo de andlisis.

Otra opcién consiste en la aplicacion de pulsos cortos, alternando entre positivos y
negativos y manteniendo el campo magnético en forma de gradiente hasta que todos los espines
estén orientados de la misma manera que el campo magnético. En ese momento, se invierte la
polaridad del campo magnético para generar un eco cuando los momentos de los espines
vuelven a las condiciones iniciales de estabilidad. El principal efecto observable en este proceso
es que los componentes que tienen una frecuencia de Larmor ligeramente superior pasan a tener
una frecuencia ligeramente inferior; y posteriormente, cuando se finaliza la aplicaciéon del
gradiente, la frecuencia de Larmor de cada componente vuelve a ser la del equilibrio. De esta
manera se puede sustraer la mayor parte de la dispersion indeseada generada por la sefial RF.
En este caso se pueden obtener las imagenes con una separaciéon deseada mediante variacion
del angulo de inclinacion (Fa, del inglés flap angle) y de Tk. Los tiempos del analisis son menores
que en SE pero la sefial es mas baja y existe mas ruido en las imagenes, lo que se traduce en un

aumento de las adquisiciones.
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Figura 40: Efecto gradiente-eco.

Como se ha comentado anteriormente, existen técnicas que se pueden utilizar cuando se
pretende estudiar un parametro en concreto, ya sea T1 o T; pero también existe la posibilidad
de obtener diferentes imagenes de una misma zona de estudio. Para ello se varian parametros
como Tg y Tg, con el objetivo de producir una mayor diferenciacion entre diferentes tejidos u

organos y poder realizar una ponderacion de las sefiales de T1 y Ta.

- Ponderacién de la densidad de protones: Para valores de Tr elevados, los espines completan
la recuperacion total de la polarizacion llegando al estado de equilibrio antes del siguiente
pulso de RF. Si la magnetizacion de dos zonas estudiadas es parecida, la sefial observada s6lo

depende de la densidad de protones de cada zona (Fig. 41).
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Figura 41: Ponderaci6n de la densidad de protones.
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- Ponderacién de Ti: Para valores de Tr pequeiios, el pulso siguiente se aplica pronto y no hay
tiempo suficiente como para que la polarizaciéon vuelva al estado de equilibrio. De esta
manera, en la situacidn A tiene un menor T1 y una mayor intensidad de magnetizacién que en
B, por lo que se obtiene una mayor diferenciacion de la sefial observada entre las dos zonas

de estudio (Fig. 42).
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Figura 42: Ponderaci6n de valores de Ti.

- Ponderacion de T»: Si Tr es elevado, para eliminar la dependencia de la sefial con T se utiliza
un Tk elevado. Se obtiene una mayor diferenciacion de la sefial observada debido a que

unicamente depende de los valores de T de las zonas de estudio observadas (Fig. 43).
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Figura 43: Ponderacién de valores de T.
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En la siguiente figura (Fig. 44 y 45) ilustrativa se relacionan las dependencias de los

valores de T4, T2 y la densidad de protones en relaciéon de Tg y Tr.

N
TE (ms)
120 —— T2
20
Densidad
proténica
| | | | >
| | | | TR (ms)

500 1000 1500 2000 2500

Figura 44: Relacién de T1, T2 y densidad de protones en funcién de Try TE.

Figura 45: Ponderacion de T1 (izq.) y T2 (der.) en imagenes IRM.
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Con el paso del tiempo se han ido resolviendo problemas que han permitido la mejora de
la técnica; de hecho, en 1986 Henning describi6 la técnica conocida como turbo espin-eco (TSE,
del inglés Turbo Spin-Echo) (Fig. 46) 1), que llegé para solucionar una gran desventaja como era
la necesidad de un elevado tiempo de andlisis. Hay que tener en cuenta que cuando se utilizan
tiempos de eco largos pueden aparecer artefactos y se puede producir una reduccién espacial
por continuos movimientos incontrolables de los pacientes como la acciéon del corazén, la

respiracion o el flujo de la sangre.

La técnica de TSE se caracteriza por ser una técnica “rapida” que utiliza la aplicacién de un
pulso de excitacién de 90° y sucesivos pulsos de RF de 180°, pudiendo estar acompafiados por
pre-pulsos que invierten la polaridad a lo largo de un eje para que la magnetizacién transversal
vuelva a condiciones iniciales antes del siguiente pulso de RF (IR-TSE). Cuantos mas pulsos de
RF se apliquen, mas ecos se producen. Este fendmeno se conoce como longitud del tren de ecos
y permite la codificacién de una fase distinta, por lo que se define mejor el “espacio k” y se
consigue una imagen cada vez mas detallada. En el uso convencional se adquieren entre 4 y 32
ecos. El contraste obtenido es similar al de la técnica de SE aunque tiene un incremento en el
brillo de la grasa en las imagenes potenciadas en T2; que se puede corregir con técnicas de

supresion de grasa.

0, 180, 180, 180, 180,

sefial__ N A A A A

Figura 46: Turbo espin-eco.
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La imagen eco-planar (EPI, del inglés Echo-Planar Imaging) es la técnica de adquisicién
de datos mas rapida con tiempos menores de 100 ms/seccion. Fue desarrollada por Mansfield

en 1977, pero hasta mediados de los noventa no ha tenido aplicaciones clinicas (52).

En esta técnica se utilizan casi todas las anteriores, ya que para obtener los ecos se aplican
campos magnéticos en forma de gradiente invirtiendo la polaridad (EG-EPI). De esta manera, se
obtiene una gran diferenciacién de los artefactos generados en el analisis por su susceptibilidad
magnética, un desplazamiento quimico mayor que en las otras técnicas y una baja relacion senal

ruido.

La técnica ofrece la posibilidad de aplicar un solo pulso de RF y gradientes intensos y
rapidos (del inglés single-shot) 53), o varios pulsos (del inglés multi-shot) 4. La primera
posibilidad permite realizar estudios funcionales globales, de perfusién cerebrales, cardiacos y
cinematicos articulares generando secuencias de 10-12 imagenes por segundo. Como se puede
ver en la siguiente figura, en una direccién espacial Kx se aplican campos magnéticos en forma
de gradientes invirtiendo la polaridad y en cada inversion de la polaridad, en otra direcciéon
espacial Ky, se aplica un pulso del campo magnético que es el causante del eco observado en la

sefal (Fig. 47).

G, i
Gy, -
|_|
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Figura 47: Esquema eco-planar (EPI) por single-shot.

Debido a que las técnicas mas rapidas generan imagenes de peor calidad, la mas utilizada
es la denominada multi-shot. Aunque no tenga tan definido el “espacio k” permite tener una gran

resolucion espacial amplificando detalles.
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Otra posibilidad de combinacién de esta técnica es la obtencion de imagenes a partir de
SE para potenciar T, (SE-EPI) (Fig. 48). Silo que interesa es aumentar el contraste de la imagen,

se puede solapar a su vez con IR (SE-IR-EPI).

902 1802 )
Eco de espin

itbibere
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Figura 48: Esquema SE-EPI.

La ultima técnica que comentar es la denominada GRASE (Fig. 49), que es una de las
técnicas mas rapidas, novedosas y complejas de las utilizadas en iRM. Consiste en una
combinacidn de las técnicas de TSE y EPI. Comienza con un pulso de excitacion de RF de 90°,
seguido de multiples pulsos de RF de 180° que dan lugar al mismo nimero de ecos (factor turbo).
En cada eco observado se generan multiples ecos a partir de gradientes de un campo magnético
externo que invierte la polaridad rapidamente. Esta segunda contribucién se conoce como factor
EPI. Las imagenes obtenidas con esta técnica presentan una alta resolucién en andlisis muy

rapidos (55).

Factor turbo

Factor EPI

180¢ 1802 1809
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Figura 49: Esquema de la técnica GRASE.
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Una parte fundamental de la técnica es la reconstrucciéon de la imagen, para lo que se
utilizan dos métodos de estudio de la matriz de datos obtenida, como son la codificaciéon de

frecuencia y de fase.

La codificacion de frecuencia (Fig. 50) permite separar una de las coordenadas de la
matriz (principalmente las columnas de datos) aplicando un campo magnético en forma de
gradiente mientras se realiza la lectura del eco y de esta manera, los espines se someten a una
frecuencia diferente segiin el campo magnético en cada momento puntual. En el centro del eco
el desfase del gradiente es cero. El muestreo se realiza con una Unica frecuencia y
posteriormente, se descomponen sus frecuencias por la aplicacidon de transformadas de Fourier

en las correspondientes intensidades.

Gradiente

Fase % Desfase maximo (+)

= Desfase maximo (-)

Figura 50: Codificacién de frecuencia.
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Otro método para estudiar la matriz de datos obtenida se conoce como codificacion de
fase (Fig. 51 y 52), es el mas utilizado en IR, SE y EG y consiste en la aplicaciéon de un campo
magnético en forma de gradiente, ademas del inicial, en un eje concreto. Uno de los campos
aplicados se mantiene constante en el tiempo (G, 0 gradiente de codificacién de frecuencia) y el
otro varia con el tiempo (Gyz o gradiente de codificacion de fase). Cuando se repite esta secuencia
entre 128 y 256 veces, se puede completar el “espacio k” y de esta manera, utilizando
transformadas de Fourier se consiguen imagenes en dos o tres dimensiones de la zona de

estudio.

Seleccion de G I_ .
secciones ” A ] Tiempo

Codificacionde | G
fase

Codificacién de | Gy, '
frecuencia | N

Seiial I St : 'IE'M

h

Primerarepeticibn  Segunda
repeticion

Figura 51: Esquema de codificacién de fase.
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Figura 52: Codificacién de fase 0, 1y 2.

Para obtener imagenes de iRM en 3D hay que aplicar las técnicas descritas anteriormente
en los 3 ejes espaciales, de forma que cada seccion seleccionada tenga imagenes generadas al
utilizar transformada de Fourier de “espacios k” de las 3 dimensiones. La iRM es sensible al
movimiento, por lo que las imagenes obtenidas pueden degradarse por movimientos no

deseados, pero también se pueden utilizar para mostrar el movimiento.
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Una técnica empleada para esta finalidad es la conocida como tiempo de vuelo (TOF, del
inglés Time of Flight) 6). Esta técnica intenta solucionar el problema de estudiar sustancias que
tienen un flujo, como la sangre; ya que si se intenta cambiar la polaridad de los espines de
protones en un flujo, los que se hayan excitado al inicio, pasado un tiempo ya no estaran en el
mismo lugar. La técnica se basa en la aplicacién de un pulso de RF de 90° sobre una seccién inicial
y, después de un tiempo Tk se aplica un pulso de RF de 180° en otra seccion por la que podrian
estar llegando los espines excitados inicialmente. AZ es la distancia que separa las dos secciones.
A un tiempo 2Tk se producird un eco generado en la zona de estudio (por eso se llama también
método dentro del flujo) (Fig. 53).

AZ=VT,
-‘—-—-_-'P

Flujo sanguineo

Seccion Seccion
excitada excitada
final inicial

Figura 53: Método tiempo de vuelo (TOF).

El resultado seria mas preciso si se seleccionara una zona por la que pasa ese flujo y se
dividiera en multitud de secciones (Fig. 54). Si se aplica el primer pulso de RF de 90° al inicio y
posteriormente se va analizando cada seccidn, se podria determinar al cabo de un tiempo cuadles
son las secciones con mayor intensidad de sefial. Asi se podria determinar el tiempo que han
tardado los espines de los protones en llegar desde la seccion inicial hasta la secciéon de
recepcion de la sefial, pudiendo calcular su flujo. Esta es una técnica que se utiliza en angiografia
(MRA, del inglés Magnetic Resonance Angiography), que es una técnica en la que se suelen

adquirir imagenes en 3D.

Vi Vo V3 Vg4 Vg Ve V7 Vg Vg Vip V41 Vi2 Vi3 Via Vi Vig

p z

Figura 54: Aplicacién de un gradiente a una zona dividida en secciones.
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El método de Contraste de fase también se utiliza para el estudio de flujos. Consiste en
la diferencia del comportamiento que tiene de un campo magnético en forma de gradiente, para
lo que se invierte la polaridad en sustancias con flujo y se compara con objetos estaticos o
artefactos. Los objetos estaticos y artefactos no presentan un cambio de fase después de una
inversién de polaridad de un gradiente de campo magnético, pero los objetos con flujo tienen un

cambio del campo magnético promovido por la velocidad y el tiempo como se puede ver en la

figura 55:
Movimiento y =y, +vt
Campo Tiempo
magnético a h Jc
Estatico V=V,
Campo ] Tiempo
magnético 3 I b I C

Figura 55: Comportamiento del campo magnético en forma de gradiente segtin la movilidad de sustancias.

En las arterias, por ejemplo, la sangre presenta mayor velocidad que en las venas; por lo
que, al aplicar un campo magnético en forma de gradiente con inversién de la polaridad, la sefial
de las arterias cambia mas que la de las venas. En angiografia se comparan varias imagenes para
calcular el flujo de la zona de estudio. De esta manera, se puede diferenciar entre dos tipos de
imagenes, las independientes de la velocidad, que permiten localizar los vasos estudiados, y las
dependientes de la velocidad, que posibilitan el calculo de flujos de las sustancias moviles. Asi,
se obtienen las imagenes utilizando campos magnéticos en forma de gradientes en varias
direcciones. Si se compara la diferencia de fase entre estas velocidades se podria estudiar la
relacion que existe entre la sefial de la zona de estudio con respecto a la velocidad de la sustancia

que fluye por dicha zona.
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3. Equipamiento

En cuanto al equipamiento que se utiliza en iRM, las partes diferenciadoras son las fuentes
de energia no ionizante capaces de producir tres tipos de campos: un campo magnético estatico,
un campo magnético en forma de gradiente y un campo de RF; y los detectores que recogen la

sefial producida.

El campo magnético estatico que se utiliza suele ser de 1,5 T 0 3,0 T, aunque actualmente
aniveles de investigacion ya existen instalados equipos de 7 T. Este campo magnético e produce
por un iman superconductor, generando el campo por el paso de una corriente continua por un
solenoide. Esto implica una ventaja econdémica porque elimina la disipacién de la energia y evita
un coste eléctrico al no necesitar un gran voltaje ni un generador de corriente. El iman tipico es
de 2,2 metros de largo y el hueco para el paciente de 0,8 metros. En el iman se incorporan
bobinas que miden y eliminan las variaciones locales del campo; ademas, una coraza de hierro

protege a los imanes para reducir la dispersién espacial del campo externo.

En la actualidad existen sistemas de iman abiertos (Fig. 56), que tiene imanes
permanentes o electroimanes en lugar de bobinas superconductoras para producir el campo
magnético utilizado. La fuerza del campo utilizado es de 0,2 T pero ofrece imagenes de gran
calidad. Entre las ventajas mas destacadas se encuentran, el posible uso en un quiréfano de
manera segura permite que los pacientes nerviosos o nifios estén mas comodos y se reduce
considerablemente el nivel de ruidos de las bobinas cuando se encienden y apagan para generar
los gradientes. Existen equipos mas pequefios de iRM que utilizan 0,1 T pero no tienen uso
médico a gran escala, salvo que su uso para adquirir imagenes de extremidades. Esto puede
suponer el inicio de una segunda fase de equipos de iRM, en la que se buscan equipos mas

pequefios con la posibilidad de que lleguen a ser practicamente portatiles.

Figura 56: Sistema de iman abierto.
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La generacién de campos magnéticos en forma de gradientes se realiza normalmente con
bobinas de cobre y se requieren pulsos cortos entre 1 y 5 mT/m en milisegundos. Para que los
pulsos puedan ser activados y finalizados rapidamente, la relacion entre la inductancia de la
bobina y su resistencia debe ser baja. Las fuerzas magnéticas que se generan pueden afectar a
los cables de la bobina y llegar a deformarse produciendo un ruido elevado que puede ser

molesto para los pacientes.

El tercer campo utilizado en iRM es el campo de RF, que se genera en un circuito de RF.
En los modelos actuales se utilizan las mismas bobinas para la transmision de la energia RF y
para la recepcién de la sefal, pero es importante que la energia aplicada no llegue a la zona de
deteccién de la sefial de RF. Por ello, los diodos producen cortocircuitos en los amplificadores de
sefial mientras se realizan los pulsos. Los sistemas utilizados (Fig. 57) emplean diferentes
bobinas de RF en funcién de la zona de interés para conseguir la mejor relacion sefial-ruido;

varios ejemplos concretos son el de cuerpo completo (izq.) o “jaula de pajaro” (der.).

Figura 57: Tipos de transmisor/receptor usados en IRM.

En el detector se suele llevar a cabo una amplificaciéon de la sefial con un minimo ruido
electrénico generado; esta debe ser demodulada, filtrada y finalmente convertida desde una
sefial analédgica a una digital antes de recogerla en un ordenador. La sefial obtenida puede ser

considerada como una sefal de radio con frecuencia modulada.

En cuanto ala seguridad que presenta la técnica de iRM para el paciente y los especialistas,
el mayor riesgo es el uso del campo de RF al que se expone la zona de estudio y para el que se
define un limite de aumento de temperatura de 1°C. También es importante que en el interior
del escaner no haya ninguna pieza metalica y que el paciente no tenga ninguna protesis dentro

del cuerpo para que no absorba energia de RF.

Sin duda la principal limitacién que tiene la técnica es el elevado coste, mayor que el

diagnéstico por imagen con rayos X.
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4, Medios de contraste en iIRM

En 1978, se descubrié que administrando una sustancia paramagnética a animales o
humanos podian aumentarse los tiempos de relajacién de los protones de las moléculas de agua
de las zonas de estudio 7). Los primeros estudios se realizaron con Mn2* y Fe3+, y compuestos
que tenian varias moléculas de hidratacién para el estudio de arterias coronarias. Debido a que
el manganeso y el hierro son iones que estan en el interior del cuerpo humano, se continuaron

los estudios utilizando el ion gadolinio debido a sus propiedades magnéticas.

Schering AG mostr6 interés en el estudio de los medios de contraste paramagnéticos desde
1980 8. En 1981 H.J. Weinmann y su equipo consiguieron solucionar los problemas de

toxicidad utilizando quelatos de manganeso o gadolinio (9.

Ese mismo afio, Schering comercializé el primer medio de contraste con gadolinio, el Gd-

DTPA (gadopentetato, Magnevist), en forma de sal de dimeglumina.

Posteriormente se comercializaron otros medios de contraste basados en gadolinio como
son el gadoterato de meglumina (Dotarem) de Guerbet, el gadoteridol (Prohance) de Bracco y el

gadobutrol (Gadovist) de Bayer AG.

La funciéon de estos medios de contraste es utilizar sus propiedades magnéticas y su
capacidad de acumularse selectivamente para alterar los valores de Tj, T2 o ambos. Para ello se
utilizan iones paramagnéticos, que tienen electrones desapareados y un momento atémico neto,
o pequefias particulas ferromagnéticas con diametro de pocas micras que tienen un momento
magnético permanente 108 veces mas grande que un momento atémico. Estas sustancias se
introducen en el interior del cuerpo humano y consiguen afectar a la relajacion local de los

protones del medio.

Si se utiliza un ion paramagnético con una frecuencia de Larmor similar a la zona de
estudio, T; va a reducirse. Si en cambio se utiliza un medio de contraste que presenta una uniéon
a biomoléculas, se pueden producir cambios en los campos estaticos y por consiguiente
reducirse los valores de T,. Ademas, si se utilizan sustancias inertes de bajo peso molecular,
puede variar la relajacion de los espines cuando estan préximos a la frecuencia de Larmor de los
protones y de esta manera producir grandes reducciones de T;. El estudio de las variaciones de

los valores de T1 y T2 se encuadra dentro de la relaxometria.
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En vez de trabajar con los valores de T1 y T, se suele trabajar con sus valores inversos

1/T1y 1/T2, que son los indices de relajacién longitudinal y transversal respectivamente.

En una primera aproximacion sencilla, teniendo un campo magnético externo conocido a
una temperatura definida, el incremento de los indices de relajacion es directamente
proporcional a la concentraciéon del medio de contraste. La constante de proporcionalidad se
conoce como relajatividad r; y rz. Este parametro tiene unidades de mol-1s-1, Cuanto mayor sea

el valor de “r”, mayor es la influencia del medio de contraste utilizado.

Mas adelante se comentardn algunos de los principales parametros de estos medios de
contraste relacionados con la funcionalidad de estos, como son el nimero de moléculas de

hidratacidn, la relajatividad o la geometria.

Como iones paramagnéticos que se podrian utilizar estan los metales de transicién cromo,
hierro y manganeso, o bien tierras raras como el gadolinio o el disprosio. La mayoria de estos
metales por si solos no podrian utilizarse por su posible toxicidad, pero para solucionar este
problema se incorporan en moléculas en forma de macrociclos, evitando la liberacién de estos

al interior del organismo.

Otros medios de contraste que se utilizan en esta técnica son los agentes
superparamagnéticos, formados especialmente por o6xidos de hierro que pueden estar
compuestos por nanoparticulas magnéticamente ordenadas. Estos comparten su campo
eléctrico para modificar el momento magnético externo que se aplica sobre un tejido. De esta

manera, provocan una disminucién de la sefal T».

Una tercera clase de medios de contraste que se utilizan en iRM son los denominados
“CEST”, que son moléculas que tienen protones quimicamente intercambiables por hidrégenos
de agua. Se busca saturar el medio durante el intercambio y de esta manera, hacer que la
intensidad de la sefial de las moléculas de agua de la zona de estudio decrezca, observando un
efecto negativo en iRM. Esto se consigue aplicando un pulso que sélo afecte a los protones
intercambiados sin afectar a las moléculas de agua del medio, mejorando asi la selectividad.
Dentro de estos medios de contraste se encuentran los “PARACEST”, que presentan iones de

lantanidos que favorecen la variacion de la sefial.

En comparacién con los medios de contraste utilizados en rayos X, los utilizados en iRM
presentan reacciones alérgicas menos fuertes e impredecibles y requieren una menor dosis para

la realizacion del estudio deseado.
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5. Pruebas médicas

En las siguientes figuras se muestran algunas aplicaciones de estudios en la técnica de iRM.

Figura 59: Imagen iRM de cerebro Figura 60: Imagen iRM de columna
donde se ve gran contraste entre vertebral.
tejido gris y blanco.

Figura 62: Imagen iRM de tobillo.

Figura 63: Imagen iRM del circulo de
Figura 61: Imagen iRM de rodilla. Willis (Unidén de varias arterias en la
parte inferior del cerebro).

60



I. INTRODUCCION

Diagndstico por imagen: Imagen en medicina nuclear

Imagen en medicina nuclear

1.  Historia y fundamento tedrico

La técnica de diagnostico en medicina nuclear empleando radioisétopos comenzé a
utilizarse en los afios 50, pero no fue hasta los afios 60 cuando aument6 el conocimiento de los
radioisotopos utilizados y su produccion como objetivos secundarios de programas de
investigacién relacionados con la energia nuclear de la época. El ndmero de particulas emitidas
por un radiois6topo se conoce como actividad y la unidad utilizada es el Becquerelio (Bq), que
es el numero de desintegraciones nucleares que tienen lugar en un segundo y cada
desintegracion conlleva la emision de energia en forma de particulas (alfa o beta) y/o radiacion

gamma. Equivale a 2,7 x 10-11 Ci (Curios), que es la actividad de un gramo de 226Ra.

En esta técnica de diagndstico por imagen se inyecta una sustancia marcada
radiactivamente que actia como transportador. La dosis administrada en esta técnica es en
varias o6rdenes de magnitud inferior a la utilizada en otras como es el caso de rayos X e iRM. El
radiotrazador inyectado se distribuye por todo el cuerpo utilizando la circulacién sanguinea
concentrandose en la zona de interés del estudio o alrededor de ella. Posteriormente, los fotones
de los rayos gamma producidos en las desintegraciones radiactivas salen del cuerpo humano y
se recogen en un detector electronico de fotones (un ejemplo es la denominada cAmara de Anger

0 gammacamara). El trazador emite rayos y con energias entre 60 y 510 keV.

Un ejemplo es la 2-fluoro-2-desoxi-D-glucosa (FDG) (69), que entra en la glucolisis debido
a su analogia con la glucosa, pero no avanza mas alla de la segunda reaccién (formacién del
FDG 6-fosfato), por lo que se acumula en la célula adquiriendo el papel de marcador de actividad
metabdlica. Una vez alli, manda una sefial al exterior del cuerpo en forma de rayos v, localizando

la acumulacién de FDG y con ello la presencia de tumores.

Otra de las primeras aplicaciones de esta técnica fue el analisis de imagen de tiroides con
yodo (61, ya que la glandula de tiroides concentra el 90% del yodo del cuerpo humano; por esto
para detectar tumores y alteraciones metabdlicas se utiliza yodo radiactivo 1231, que es un emisor

gamma con emision de 159 keV y una semivida (ti1/2) de 15 horas.

Otra aplicacion de las particulas radiactivas es la posibilidad de ser utilizadas en terapia.
Se puede administrar una elevada dosis de radiacion ionizante, letal para las células tumorales,

emitiendo particulas cargadas que son focalizadas hacia las zonas de interés con gran precision.
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2. Técnicas de medida

La imagen mas sencilla utilizada en esta técnica es la imagen planar (proyeccion tnica en
dos dimensiones); pero desde 1975 se utilizan otras dos técnicas que permiten reconstruir
imagenes en tres dimensiones como son SPECT y PET, siendo esta tltima la que tiene una mayor

resolucién espacial.

Estas técnicas presentan algunos inconvenientes como son la existencia de fluctuaciones
en la recepcion de fotones en el detector, debido a la reducida dosis de radiactividad
administrada, y su consecuente flujo de fotones bajo. Esto conlleva una pérdida de resolucion
espacial y una baja relacién senal/ruido. Otro inconveniente, similar al existente en la técnica de

rayos X, es la dispersion de los fotones hasta llegar al detector.

La técnica de imagen planar consiste en un recuento de fotones gamma utilizando una
gammacamara en una posicidn fija orientada hacia el paciente. La imagen en dos dimensiones
utiliza dos gammacamaras fijas. Esta técnica se utiliza para investigaciones preliminares por su

simplicidad y rapidez.

La técnica de SPECT (Tomografia de Emision Monofotdnica, del inglés Single Photon
Emission Computed Tomography) (62 se caracteriza por ser una modificacién de la imagen planar
en la que se reduce la absorcidn y la dispersién de los rayos gamma modificando la geometria
del colector, para lo que se utilizan varios colectores en 180° con el objetivo de compensar los
efectos que se van a reducir. Se diferencia de la técnica anterior de imagen planar en el uso de
varias gammacamaras que rotan independientemente unas de la otras. Las imagenes en esta
técnica son obtenidas por reconstruccién de cada pixel que tiene la contribuciéon de cada

proyeccién analizada.

La técnica mas utiliza en medicina nuclear se conoce como PET (Tomografia por emisién
de positrones, del inglés Positron Emission Tomography) 63). Los trazadores utilizados en esta
técnica son emisores de positrones con gran energia cinética (los positrones generados son
capaces de viajar menos de 5 mm en tejidos biolégicos desde el punto de emisidn), emitiendo un
amplio espectro de energias y una lluvia de fotoelectrones. En este caso, al incidir la radiacion
ionizante sobre la zona de interés, se producen dos rayos gamma de 511 keV emitidos

simultidneamente; de manera que se respeta la conservacion de la masa (Fig. 64 y 65).
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Figura 64: Esquema PET.

Estos rayos gamma escapan del sitio de aniquilacién positrén-electrén en sentidos
opuestos para conservar el momento lineal, y asi se define una linea que delimita el punto de
emisién de los positrones. La energia generada por los rayos gamma hace que se minimice la
absorcion fotoeléctrica en los tejidos. Los detectores utilizados en PET son circulares en 360°y
no necesitan tener colectores de los rayos generados para obtener varias proyecciones de la
zona de interés y asi poder reconstruir las imagenes de la concentracion de is6topos observada;

de esta manera, aumenta la eficacia de la técnica teniendo una buena resolucién espacial.

El hecho de que los anillos del detector sean mdviles permite la creaciéon de imagenes en

tres dimensiones.
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Figura 65: Técnica de PET.

Por estas razones, estas técnicas de medicina nuclear producen imagenes funcionales con
gran sensibilidad, pero no con tanta resolucion espacial como las obtenidas con el resto de las
técnicas comentadas anteriormente. Aunque su resoluciéon conseguida es del orden de
1 milimetro, son técnicas muy utiles por su capacidad de dar la respuesta de imagen que otras

técnicas no pueden dar.
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3. Equipamiento

Los equipos utilizados en las técnicas de diagndstico por imagen en medicina nuclear
pueden tener una o mas gammacamaras, con la posibilidad de mantenerse fijas como en la
técnica de imagen planar o pueden tener movimiento como en SPECT. Estas gammacamaras
(Fig. 66 y 67) son multi-detectores que constan de tres partes: el colector, el cristal de centelleo

de yoduro sddico y los tubos fotomultiplicadores.

Figura 66: Equipo de imagen por medicina nuclear con dos gammacamaras.

Tanto en la imagen planar como en SPECT, el colector es una placa de plomo de un
centimetro de espesor que tiene tubos en su interior cuya funcion es focalizar los fotones que
salen del cuerpo humano. Se transmite menos del 0,1% de los fotones recogidos por el colector;

siendo esta la razdn por la que la eficiencia de las gammacamaras es tan pequefia.

El cristal de centelleo es el encargado de asegurar que los rayos gamma incidentes del
colector lleguen con suficiente intensidad a los tubos fotomultiplicadores. Suelen estar hechos

de yoduro sédico activado con talio.

En la dltima parte del esquema hay un dispositivo que es capaz de realizar el recuento de

los fotones de las diferentes zonas estudiadas, y su posterior andlisis de energias.

Placa de plomo Logica de
Tubos foto- Anger
multiplicadores
Cristal de centelleo
JAnalisis ddg
Colector energia

Proyeccion de la
imagen

Figura 67: Gammacamara.
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Las diferencias entre el equipamiento de estas técnicas con respecto a PET es que en esta
ultima no se necesita el componente del colector porque tiene un detector de 360° y que el

cristal de centelleo es de germanato de bismuto (BGO).

La resolucidén espacial y la sensibilidad de las gammacamaras dependen de la dispersién
de los fotones. Por esta razon, es necesario hacer una discriminacioén entre los primeros rayos
gamma, para lo que se utilizan unos circuitos electrénicos que se basan en la légica de Anger
(Fig. 68); y los rayos gamma de baja energia, por medio de analisis de la energia de los fotones.
De esta manera, se obtienen las coordenadas de los fotones que pasan por los
fotomultiplicadores en una direccién correcta; lo que permite la obtencién de una buena sefial
en funcién de la ventana de energia que se seleccione, como se puede ver en la siguiente figura.

Esto tiene una desventaja, ya que el 99,9% de los fotones incidentes se rechazan.

Analizador de altura
Salida de los tubos de pulso

foto-multiplicadores

ryY

B
| Ventana de energia

/— J seleccionada

X+Y

Altura de pulso

Energia

Proyeccion de
la imagen

Figura 68: Optimizacion de la sefial observada.
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4, Radioisétopos

El fundamento de la técnica de imagen por medicina nuclear, como se ha comentado
anteriormente, se basa en el comportamiento de los nucleos inestables. Estos pueden producir

a su vez otros is6topos que se dividen en 4 categorias:

- Enriquecidos en neutrones- Por emision de electrones (Un neutrén se transforma en un

protdn y la masa A es constante)

Z->7Z+1
N->N-1

- Enriquecidos en protones- Por emision de positrones (Un protén se transforma en un

neutrdén y la masa A es constante)

Z-7Z-1

N->N+1
- Pérdida de masa- Por emisién alfa

Z—->7Z-2

N->N-2

A->N-4

- Estado temporal de excitacién por emisiéon gamma donde el nimero de protones, neutrones
y la masa permanecen constantes. Son los is6topos radiactivos mas utilizados en diagnéstico

por imagen porque se libera el fotén electromagnético mas penetrante, los rayos gamma.

66



I. INTRODUCCION

Diagndstico por imagen: Imagen en medicina nuclear

La produccion de radioisétopos se realiza por diferentes métodos como pueden ser con el
uso de un generador quimico por separacion de radiois6topos, por captura de neutrones, fision

nuclear o bombardeo con particulas cargadas entre los mas utilizados.

El método de generador quimico por separaciéon de radioisétopos consiste en una
separacién con columna, que se cambia periédicamente, con precursores de larga vida. Un
ejemplo de este método es la produccidn de 68Ga a partir del generador ¢8Ge/68Ga (64); de forma
que se utiliza el 68Ge que tiene una semivida de 271 dias para producir 68Ga, que tiene una
semivida de 68 minutos. Se suele usar acido clorhidrico 0,1M para eluir este radiotrazador y se
puede utilizar en multitud de aplicaciones. En este caso, el generador es una columna de vidrio
con un relleno de diéxido de titanio modificado, donde estd unido el germanio. Esta forma de
producir radionucleidos necesita una inversiéon econémica mas baja que la fisién nuclear o el
bombardeo con particulas cargadas. De esta manera, se pueden producir radionucleidos que se
pueden utilizar en PET. Otros ejemplos de generadores son el 44Ti/#4Sc, el 52F /52mMn para PET o

113§n /113m[n para terapia.

Los métodos de captura de neutrones y fisién nuclear se llevan a cabo en un reactor
nuclear y sus productos son radis6topos de semivida larga. En el caso de la captura de neutrones,
se ralentiza una corriente de neutrones con energias entre 0,02 y 100 eV por colisién con agua,
ya que los neutrones tienen una elevada probabilidad para ser capturados por los nucleos. Los
radioisotopos se generan en el ntcleo del reactor transformando los nucleos por captura de
neutrones. Algunos inconvenientes del método son que Unicamente una parte de la carga del
nucleo se transforma en el radiois6topo buscado; y que tienen una baja actividad especifica,

razén por la que se utilizan precursores con semividas largas.

En la técnica de la fisién nuclear (Fig. 69), los is6topos aislados se caracterizan por tener
una elevada actividad y ser ricos en neutrones, por lo que decaen por emisién de electrones. Por
esta razoén, los radioisétopos generados se utilizan en terapia o como precursores de otros

is6topos que emiten rayos gamma para uso de imagen médica.
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La produccién del isétopo de 99mTc, que es un emisor de rayos gamma con una semivida
de 6 horas, se lleva a cabo en un proceso con varias etapas, como son la formacién del is6topo
precursor Mo (con un periodo de semidesintegracion de 66 horas) a partir de 98Mo (el exceso
de la energia de union se transforma en radiacién gamma) y su posterior transformaciéon con

una emision beta a 29mTc (65,

Mo +n - 35Mo +y
Mo —» P*™MTc + B~

El tecnecio producido se extrae del generador como pertecnetato sddico (NaTcO4) bajo
demanda y posteriormente se utiliza para marcar diferentes compuestos (generalmente en
forma de quelatos para disminuir la posibilidad de liberacién de este metal). Entre los quelatos
utilizados estan el Tc-DTPA para imagen renal, Tc-fosfonato para imagen 6sea, Tc-propilen-

amino-oxima para imagen cerebral y Tc-isonitrilo para imagen cardiaca.

Barras .
protectoras
Recipiente del
reactor
Barras de
combustible
de uranio
enriquecidas
Flujo de
neutrones :
Sustancia
estable que
irradia

Figura 69: Reactor de fusion.
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El método de bombardeo con particulas cargadas utiliza un acelerador, como por ejemplo
un ciclotrén (Fig. 70), con la finalidad de producir protones de alta energia y particulas alfa. En
el centro del ciclotrén hay particulas cargadas que son aceleradas por un campo eléctrico de alta
frecuencia y confinadas por un fuerte campo magnético para moverse en una espiral
expandiéndose. Esta técnica se utiliza para producir is6topos que tienen una semivida corta, y
suelen producirse directamente con un ciclotrén en los hospitales para permitir el uso de los
is6topos antes de que dejen de ser efectivos. Un ejemplo es el 150, que tiene una semivida de 2
minutos (66), Estos radisétopos se utilizan en PET, donde se necesita una emisién de positrones
de semivida corta. El isotopo 18F (67) es emisor de positrones con semivida de 110 minutos y es

uno de los mas utilizados en PET, unido a la FDG.

Zona de
corriente
alterna

Fuente de LI

iones . . B

.O‘

Particulas =
aceleradas

Haz de salida

Figura 70: Ciclotron.

Existen is6topos que se pueden producir por varios métodos como son 9Tc y 131], pero el
131] tiene un proceso de desintegraciéon con emision de electrones beta haciendo que sea limitado

su uso en imagen médica.

Los radionuclidos que se utilizan en PET son emisores de positrones, lo que quiere decir
que producen dos fotones de 511 keV y tienen una semivida mas corta (ej 1C ti/2 20 min, 8F
t1/2110 min) que para SPECT (1231 ti,2 13 h). Los radiontclidos utilizados en SPECT se

caracterizan por tener unas energias fotdnicas entre 100 y 400 keV y son emisores gamma.

A continuacion, se adjunta una tabla con algunos ejemplos de isotopos generados por las

diversas técnicas comentadas anteriormente y su aplicacion (Tabla 3).
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Tabla 3: Datos de radioisétopos

Método de
Isétopo Semivida Energia (keV) Técnica
produccion
Captura de
125] 59,9 dias 355y SPECT/ Terapia
neutrones
Captura de
177Lu 6,71 dias 208y SPECT/ Terapia
neutrones
Captura de
188Re 17,02 horas 155y SPECT/ Terapia
neutrones
Captura de Produccion de
99Mo 66 horas 740y
neutrones/ Fisiéon 99mT¢
Captura de
131] 8,07 dias 364y SPECT/ Terapia
neutrones/ Fisién
133X e 5,27 dias 81y Fision SPECT
137Cs 30 afos 662y Fision Terapia
920y 2,67 dias 2180 - Fision Terapia
1C 20,4 min 511 B+ Ciclotrén PET
13N 9,96 min 511 B+ Ciclotrén PET
150 2,07 min 511 B+ Ciclotrén PET
124] 4,18 dias 511, 602, 722 B+ Ciclotrén PET
18F 109 min 511 B+ Ciclotrén PET
1]n 67,9 horas 159,171,245y Ciclotréon SPECT
123] 13 horas 159y Ciclotrén SPECT/ Terapia
67Ga 3,26 dias 93, 185,300,394y Ciclotréon SPECT
68Ga 68 min 511 B+ Generador quimico PET
99mT ¢ 6 horas 140y Generador quimico SPECT
122] 3,63 min 511 B+ Generador quimico PET
201T] 3,04 dias 135,167y Generador quimico SPECT
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5. Pruebas médicas

A continuacién, se muestran algunas imagenes obtenidas por la técnica de imagen por

medicina nuclear:

Figura 71: Imagen por SPECT (Siemens). Figura 72: Estudio de huesos por SPECT (Philips).

Se puede observar la acumulacion de los
compuestos alrededor de los tumores de

pulmoén y colon.

Figura 73: Perfusion de la sangre en el corazon Figura 74: Estudio de absorcién de anfetamina
(Philips). (Philips).

Se puede observar el efecto de una Sepuede observar el deterioro del cerebro
perfusion normal (izq.) frente a una causado por laabsorcién de anfetamina.

perfusioén que no es normal (der.).

&

Figura 75: Estudio PET de FDG en cerebro (Centro de PET St Thomas).
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Imagen por ultrasonidos

La imagen por ultrasonidos es una técnica que se comenzé a estudiar en los afios 30, a
partir de la deteccion accidental de burbujas de aire en el torrente sanguineo después de la
administracion de una disoluciéon agitada (¢8). Esta técnica se utiliza para el estudio de
estructuras macroscépicas como tejidos blandos y 6rganos. El fundamento de la técnica se basa
en el cambio de la velocidad del sonido al moverse de unas zonas a otras del interior del cuerpo

humano.

Es una técnica simple, mas econémica que el resto de las técnicas anteriores; con una
resolucién espacial de menos de 0,05 milimetros y tiempos de analisis inferiores a diez
milisegundos. La respuesta obtenida se puede grabar continuamente durante el proceso de
escaneado de las imagenes por un sonografo. Existe la posibilidad de generar imagenes en varias

dimensiones dependiendo del equipamiento utilizado.

Entre las aplicaciones mas destacadas de esta técnica se encuentran la medicidn del flujo
sanguineo utilizando el efecto Doppler (69 y la visualizacién de érganos y estructuras internas

del cuerpo humano por medio de la técnica conocida como ecografia o sonografia (Fig. 76).

Figura 76: Imagen fetal por ultrasonidos.

Sin embargo, una gran desventaja de esta técnica es la presencia de artefactos en las

imagenes. Para la correccion de este efecto involuntario se utilizan los medios de contraste.
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Los medios de contraste utilizados en ultrasonidos se administran en una dosis muy
pequefia y generalmente por via intravenosa. Se obtienen de materiales naturales que no son
toxicos o de materiales sintéticos biodegradables (lipidos o proteinas), en cuyo interior hay una
pequeiia cantidad de un gas inerte de baja solubilidad que no es reactivo y que hace que estos

agentes de contraste no sean nocivos para los pacientes.

Los primeros medios de contraste consistian en soluciones salinas que se agitaban y
generaban microburbujas (79). Posteriormente, se utilizaron otros medios de contraste en los que
se diferenciaba una fase superior de microburbujas y una fase acuosa formada por una

disoluciéon de un azucar. El primer agente de contraste fue el Ecovist (SHU) de Schering (71).

Para mejorar la estabilidad de estas microburbujas, in vitro e in vivo, se afiadi6 un
surfactante como es el dcido palmitico a la formulacién de Ecovist y, de esta manera, se produjo
el Levovist (SHU 508) de Shering (72). Con este medio de contraste se inici6 la primera generacion

de estos medios de contraste.

Posteriormente, se comenzaron a estudiar los medios de contraste con una capa de
proteinas, siendo la mas utilizada la albiumina de suero humana. Este medio de contraste se
denomina Albumex (73) y fue desarrollado por Molecular Biosystems. Se trata de un medio de
contraste estable, con capacidad de almacenaje durante meses sin detectarse ninguna
degradacidn significativa. La principal desventaja que tiene este medio de contraste es su
inestabilidad en el torrente sanguineo; lo que puede provocar una pérdida de aire y disminuir
su eficacia por la disolucion en los alrededores de la zona de accién. Este medio de contraste fue
el primero utilizado para oscurecer el miocardio después de una administracion intravenosa (4,
pero se necesitaba una dosis elevada y los resultados no fueron totalmente satisfactorios ya que

la opacidad conseguida era limitada en el ventriculo izquierdo.

Otra alternativa que se investigd fue el uso de surfactantes o capas de microburbujas
estabilizadas con lipidos, formadas por una parte hidrofébica y otra hidrofilica. De esta manera,
empleando surfactantes monocapa con microburbujas, se obtuvieron medios de contraste
estables con la posibilidad de ser almacenados y parcialmente estables en el torrente sanguineo.

En ninglin caso se obtuvieron resultados satisfactorios en estudios in vivo (75).
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Durante los afios 90, se descubrieron nuevos medios de contraste para su uso en
ultrasonidos, dando lugar a la segunda generacidn. El objetivo era conseguir un aumento en el
tiempo de residencia de varios minutos en el torrente sanguineo. Para ello, se utilizaron gases
de baja solubilidad, sobre todo fluorados como SF¢ (76), C3Fg (77), C4F10 (78 y vapor de CsFi2 (79 o
CeF14 89 en un medio con nitrégeno. Estos medios de contraste poseen una gruesa capa que hace

que la fase gaseosa sea impermeable (81),

El éxito de la técnica en cuanto a la visualizacién de la imagen deseada depende de la
concentracion del medio de contraste utilizado. En este caso, se administran mililitros que
tienen billones de microburbujas que permiten, en segundos, dar un contraste para mejorar las
imagenes obtenidas; especialmente en la sangre o en el higado. Estas microburbujas se desinflan

rapidamente perdiendo el aire en el torrente sanguineo.

En el proceso de estudio de la zona de interés por medio de ultrasonidos con contraste, se
utilizan varios tipos de potencia de transmisidén. Al inicio, se utiliza una potencia de transmision
de baja intensidad para no romper las microburbujas y que se dirijan a la zona de interés. Para
mejorar la calidad de la imagen se utiliza la potencia de transmisidn de alta intensidad con la
finalidad de destruir las microburbujas una vez llegan a una zona insonificada (donde se han
generado ondas sonoras que son transmitidas y recibidas dentro de un haz bien definido por la
zona de estudio) y asi tener una diferenciacién mayor con la sefial de los propios tejidos

(Fig. 77) (62),
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Figura 77: Uso de microburbujas con ultrasonidos.

Con el uso de los agentes de contraste de segunda generacion se mejor6 el tiempo de
permanencia de estos en la sangre, pudiendo permanecer de segundos a minutos, de manera
que se necesitaba una dosis de 108 microburbujas para conseguir un buen contraste en imagenes

de corazén o higado.
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Los equipos de ultrasonidos se basan en el efecto Doppler para conseguir una selectividad
en la imagen de las burbujas, ya que estas pueden emitir ultrasonidos a una frecuencia que es
diferente de la transmitida, especialmente en su destruccion. Esta modificacion de la frecuencia
se puede detectar por ultrasonidos Doppler, que consiste en el efecto las ondas de ultrasonidos
emitidas por el transductor que hace que reboten en los glébulos rojos en movimiento presentes
en la circulacién sanguinea y se genere un cambio de frecuencia (8). Puesto que las
microburbujas no presentan una respuesta lineal, pueden generar un segundo y tercer armdénico
de las ondas sonoras que se encuentran en la franja de frecuencias de ultrasonidos. Esta sefial
se detecta en los sistemas de ultrasonidos y se diferencia facilmente de la generada por los

tejidos de la zona de estudio.

Puesto que algunos tejidos podrian generar un segundo arménico y confundirse con los
generados por las microburbujas, una mejora de la técnica consiste en el uso de inversién de
pulso (también denominada inversién de fase o contraste arménico) (Fig. 78 y 79), que mejora
la relacién sefial-ruido minimizando la sefial producida por los tejidos de los alrededores de la
zona de estudio. En este método se aplican a la vez un pulso de ultrasonidos normal y otro con
inversion de fase. La respuesta de los tejidos serd lineal, por lo que cuando llegan al transductor
las sefiales de ambos pulsos se genera una imagen espejo cancelando su contribucién con una
sefial neta de cero. De distinta manera se comportan las microburbujas, ya que, al no tener una
respuesta lineal a los pulsos de ultrasonidos, tampoco tienen una respuesta neta cero y se puede

diferenciar la sefial del tejido normal con respecto a la obtenida por microburbujas.

Respuesta
lineal
Pulso1 X4q=
Diferencia =
Pulso2 X 2 -
Respuesta
No lineal
Pulso1 =) Xx1=
Diferencia =
Pulso2 = X2=

Figura 78: Inversion de pulso o inversion de fase.
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Figura 79: Inversion de pulso o inversion de fase.

La sefial obtenida con este método no es siempre directamente proporcional a la
concentracion de las microburbujas. Si se administra una concentracion elevada del medio de
contraste podria llegar a existir una atenuacién de la sefial. Este problema se puede corregir
administrando una baja concentracién del medio de contraste o con una administracion
continua utilizando un caudal no muy elevado en los casos en los que sea necesaria una mayor

concentracion.

Este método mejora la sensibilidad de la técnica, permite detectar microburbujas
individuales en la zona de estudio y observar particulas del tamafio de micras por ultrasonidos.
La dosis administrada del medio de contraste es inferior a un microgramo por gramo de sangre
o tejido a observar. Esta es una gran ventaja respecto a otras técnicas de diagndstico por imagen
como rayos X 0 iRM que hace que la técnica de ultrasonidos sea comparable al uso de trazadores

en medicina nuclear.

Una importante aplicacion que estd en continuo desarrollo es la funcionalizacion de estas
microburbujas, con objeto de convertirlas en selectivas a través de uniones a receptores
especificos (89 para el posterior estudio de 6rganos y tejidos. De esta manera se aumenta
considerablemente la eficacia del medio de contraste utilizado obteniendo una mejor sefial de la

zona estudiada (Fig. 80).
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Figura 80: Técnica de funcionalizacidon para microburbujas
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Imagen 6ptica

La presente técnica utilizada en diagndstico por imagen se basa en la propiedad del cuerpo
humano de ser transparente a algunas longitudes de onda; de esta manera se puede detectar la
luz emitida por fluoréforos organicos, un quantum dot, una proteina fluorescente o una molécula
en un estado excitado. Los fotones son visibles en zonas del infrarrojo cercano y pueden penetrar
unos 20 milimetros dentro de los tejidos. Las principales ventajas de esta técnica son la mejora
de la seguridad del paciente al no ser sometido a una radiacién ionizante y el uso de
concentraciones muy bajas del medio de contraste. Por otra parte, como principales desventajas

hay que senalar la baja resolucion y la dificultad en la cuantificacién.

A la hora de obtener imagenes de las zonas de interés se pueden usar algunas de las
propiedades utilizadas también en la espectroscopia; como son la absorcién, dispersién, imagen

por movimiento de fotones, fluorescencia o bioluminiscencia entre otras.
Entre las técnicas de imagen dptica mas utilizadas se encuentran las siguientes:

- Endoscopia: Consiste en un tubo flexible con una camara que se introduce en el interior del
cuerpo humano permitiendo la visualizacion de 6rganos o tejidos ®5). Se trata de una de las
exploraciones mas utilizadas en la actualidad. En la siguiente figura se puede visualizar la
seccion media del estbmago mirando hacia atras, ya que el endoscopio estd en formade Uy
permite observar la parte superior del estdmago y el instrumento que entra en él desde el

esofago.

Figura 81: Imagen de la seccién media del estémago obtenida por una endoscopia.
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Imagenes foto acusticas: Se emiten pulsos laser a los tejidos objeto de estudio y, con el calor
generado se consigue una expansion de los tejidos para poder obtener imagenes maés

detalladas de estos.

Tomografia de Coherencia Optica (TCO): Permite obtener imagenes subsuperficiales. Es una
técnica similar a la ecografia, pero se utiliza la luz en vez de ondas actsticas. Se utiliza una luz
infrarroja que penetra en los tejidos y se divide en dos haces de luz, uno de ellos penetra la
zona de estudio y otro es captado por un espejo como referencia. Cuando regresan, ambos
haces chocan y se genera una interferencia en forma de imagen en color que representa el

grosor de los tejidos estudiados.

Tomografia Optica Difusa (TOD): Se utilizan ondas de luz de la regién cercana al infrarrojo
para crear imagenes en tres dimensiones de tejidos del interior del cuerpo. Se analiza la luz

que difunde a través de los tejidos.

Espectroscopia Raman: Se emplea un laser para generar una dispersiéon Raman de luz visible.
Esta luz generada interactda con vibraciones moleculares de la zona de estudio y se miden

los cambios de energia generados.

Microscopia de Super-Resolucion: Esta técnica permite obtener imagenes de alta resoluciéon

de células individuales.

Tomografia Terahercios: Obtiene imagenes tomando diferentes secciones en las que se aplica
radiacion de frecuencia en el rango de los terahercios, que son ondas electromagnéticas que

estan en la zona del espectro entre las microondas y las ondas de luz infrarrojas.
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Combinacion de técnicas de diagndstico por imagen

Todas las técnicas utilizadas en diagnostico por imagen que se han desarrollado a lo largo
de la seccién de INTRODUCCION son complementarias entre si, de forma que existe la
posibilidad de combinar dos o mas de ellas para proporcionar a los expertos un conocimiento
mayor y mas robusto del estado de los pacientes. Cada técnica por separado tiene sus ventajas,
pero también sus limitaciones, no existiendo una tnica técnica que pueda facilitar toda la
informacién necesaria en cuanto a resoluciéon espacial, resolucién temporal, sensibilidad,
visualizacién de tejidos, relacion sefial-ruido, ... 86). En la tabla 4 se incluye un resumen de las
diferentes técnicas de diagndstico por imagen para su uso en animales, incluyendo las ventajas
y desventajas que posibilitan las distintas combinaciones de estas con el objetivo de obtener la

maxima informacién posible con una mejor calidad.
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Tabla 4: Comparacién de técnicas de diagndstico por imagen relativas al uso de animales

Técnica Resolucion Tiempo Coste ($) Ventajas Desventajas

Contraste de tejidos

blandos Coste elevado

Requiere elevado

No ionizante Lo L.
conocimiento técnico

iRM 10-100 pm Min-h >300 000
Informacion
fisiol6i
ISIO, Oglca Sensibilidad baja
anatémica y
molecular
Coste intermedio Rayos-X
100- Informacion
cT 50 pm Min 300000 fisiolégica Baja sensibilidad para
anatémica y imagen molecular
molecular
Mejor para
farmacocinética y Coste elevado
farmacodinamica
Requi levad
Elevada sensibilidad eq}ue.re N ev’a (,)
conocimiento técnico
Cuantificacion d
PET 1-2mm Min >300 000 vantriicacion de L
parametros Radiacién ionizante
cinéticos
Limitada resolucién
Informacién espacial
fisiolégicay
molecular Sintesis de
radionuclidos
) . Menor sensibilidad que
Coste intermedio
PET
Menos adecuado para
Técnica simple medicamentos
p marcados que PET e
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Combinacién de técnicas de diagndstico por imagen

Entre las combinaciones mas comunes estidn PET-TAC, SPECT-TAC, PET-iRM, imagen

Optica-iRM (87),

Medicina nuclear-TAC

Las combinaciones de PET-TAC y SPECT-TAC utilizan la técnica de TAC como fuente de la
informacién anatémica, mientras que usan PET o SPECT para obtener la informacién funcional.
Un ejemplo es la aplicacién de esta combinacion de técnicas en pacientes con cancer, en la que
se utiliza la técnica de TAC que permite localizar los tumores y PET puede identificar la actividad

metabodlica (83,

Medicina nuclear-iRM

Esta combinacién utiliza iRM para aportar la informaciéon anatémica y PET para aportar
la informacién funcional. Se consigue un aumento de la resolucién espacial, una gran

diferenciacion de tejidos, un aumento de la sensibilidad y una mejora de la relacion sefial /ruido.

Actualmente existen estudios para la optimizacion de esta técnica que se basan en la
modificacién del tamafio de los detectores de PET para mantener la forma abierta de iRM y, de

esta manera, no causar modificaciones en el campo magnético aplicado (89).

Imagen éptica-TAC

Es una combinacién de técnicas que se basa en la posibilidad de acoplar los componentes
utilizados en la imagen éptica en el interior de los equipos utilizados para TAC. Su investigacion
no hallegado a utilizarse mas lejos que a nivel de investigacidn y no se han obtenido demasiados

resultados exitosos (99),

Figura 82: Imagen obtenida con la combinacién de luminiscencia y TAC.

81



I. INTRODUCCION

Combinacidén de técnicas de diagndstico por imagen

Imagen 6ptica-iRM

Debido a la limitada accesibilidad de equipos para PET en preclinica y clinica, esta
combinacidn de técnicas para diagndstico por imagen sustituye el PET por una técnica de imagen
oOptica, de forma que se compensa la baja sensibilidad de la resonancia magnética con una técnica

como la imagen 6ptica 1.

Actualmente se ha combinado la técnica de iRM con la tomografia éptica difusa (TOD, del
inglés Difusse Optical Tomography), que es una técnica que utiliza las ondas de luz para crear
imagenes en tres dimensiones de tejidos del interior del cuerpo. Esta combinacién permite
examinar tejidos blandos y como su aplicaciéon mas destacada es su uso en humanos para el

estudio del cancer de mama (92,

TAC-iRM

Esta es la combinacién de las dos técnicas mas utilizadas en el campo del diagnéstico por
imagen y se emplea para detectar tumores en estado muy avanzado que requieren
quimiorradiacion. Concentrando la dosis en el tumor y reduciendo al minimo la dosis en los
tejidos circundantes, los técnicos consiguen tener una informacién mayor a la hora de decidir el
mejor tratamiento a utilizar. Esta técnica es conocida como radioterapia de intensidad modulada

(IMRT, del inglés Intensity Modulated Radiation Therapy) ©3).

Figura 83: IRM de carcinoma nasofaringeo (izq). TAC-iRM de carcinoma nasofaringeo (der.). La linea roja delimita la
zona de aplicacién de radioterapia (Der).
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Estudio de mercado

Tomando como referencia el estudio de mercado realizado en noviembre de 2019 por la
empresa MarketsandMarkets™, se hara una evaluacién de la situacién actual del campo del
diagnéstico por imagen en el mercado; diferenciando para ello entre las técnicas de diagnostico,

los medios de contraste y las afecciones de mayor aplicacidn en este campo.

Medios de contraste

Se puede observar en la figura 84 que América del Norte es la zona donde se administran
mas medios de contraste, suponiendo un 38% del mercado mundial con un crecimiento anual
esperado del 3,71%. En Asia se espera un mayor crecimiento por el incremento de la inversion
de I+D, el aumento demografico debido a una mayor esperanza de vida de la poblacién y el auge

de las inversiones del mercado de radiologia en la India.

A nivel mundial, se pronostica que el mercado de los medios de contraste tenga un
crecimiento de un 3,8% desde 2019 a 2024 debido al aumento de los agentes de contraste
aprobados por las autoridades, el incremento de exploraciones, sobre para las técnicas de TAC

eiRM; y la continua y cada mas frecuente aparicidn de afecciones como el cancer o enfermedades

cardiovasculares.
EUROPA
33.3%
AMERICA DEL NORTE 4 3.84%
SEa ASIA Y PACIFICO
& 3.71% 5%
% 4.069
RESTO DEL MUNDO
4.4“‘-)
% 2.24%
PORCENTAJE DE s TASA DE CRECIMIENTO
MERCADO (2018) ¥ ANUAL (2019-2024)

Figura 84: Prevision de crecimiento de los mercados en el mundo.
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Dentro de los medios de contraste que se pueden encontrar en el mercado del diagnéstico
por imagen, existen diferentes tipos en funcién de su naturaleza. Se puede observar en la figura
85 que los mas utilizados, con gran diferencia, son los agentes de contraste yodados, ya que son
los que se usan generalmente en la técnica mas utilizada que es la de rayos X/TAC. Aun asi, la
tendencia de estos medios de contraste coincide con la de la técnica de los rayos X/TAC, por lo
que se espera una reduccién en la cuota de mercado con respecto al crecimiento del resto de

medios de contraste.

En el otro extremo encontramos los medios de contraste basados en bario, puesto que en
2024 tendran un mercado menor que en 2019 suponiendo una reduccién de 64,6 millones de $

a 58,0 en 2024.

3.417,1(56,5 %)

Medios de contraste yodados 3.189,5 (63,5 %)

1.745,7 (28,9 %)

Viedios de contraste basados en gadolinio
1.332,8 (26,5 %)

Medion de contasto de microburbuins 826,4 (13,6 %) 2024
edios de contraste de microburbujas 437,2 (8,7 %)
2019
58,0 (1,0%
Medios de contraste basados en bario 64.6{(1,3 %})

Figura 85: Mercado en millones de délares por tipos de medios de contraste.
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A continuacion, se estudia el mercado de cada tipo de medios de contraste utilizado en las
técnicas de diagnostico por imagen de manera individual y en funcidn de las diferentes regiones

geograficas.

En el caso de los medios de contraste yodados, la tendencia regional se explica en la

siguiente tabla (Tabla 5):

Tabla 5: Mercado de los medios de contraste yodados.

Tasa de crecimiento

Region 2017 2018 2019 2024
anual (2019-2024)
América del Norte 1.078,3 1.096,7 1.113,5 1.159,5 0,8%
Europa 1.029,9 1.065,7 1.078,3 1.163,1 1,5%
Asia y Pacifico 791,5 816,2 837,0 924,9 2,0%
Resto del mundo 154,9 158,2 160,8 169,6 1,1%
Total 3.054,7 3.129,8 3.189,5 34171 1,4%

En el caso de los medios de contraste basados en gadolinio, la tendencia regional se explica

en la siguiente tabla (Tabla 6):

Tabla 6: Mercado de los medios de contraste basados en gadolinio.

Tasa de crecimiento

Region 2017 2018 2019 2024
anual (2019-2024)
América del Norte 454,8 477,8 499,1 605,8 3,9%
Europa 409,9 440,1 469,8 637,2 6,3%
Asia y Pacifico 278,7 301,8 324,8 4579 7,1%
Resto del mundo 36,2 37,7 39,0 44,9 2,8%
Total 1.179,7 12574 13328 1.745,7 5,5%
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En el caso de los medios de contraste de microburbujas, la tendencia regional se explica

en la siguiente tabla (Tabla 7):

Tabla 7: Mercado de los medios de contraste de microburbujas.

Tasa de crecimiento

Region 2017 2018 2019 2024
anual (2019-2024)
América del Norte 192,8 230,5 270,0 500,2 13,1%
Europa 72,8 87,7 103,7 200,4 14,1%
Asia y Pacifico 34,3 41,8 49,9 101,1 15,2%
Resto del mundo 9,9 11,7 13,7 24,6 12,5%
Total 309,8 3718 437,2 826,4 13,6%

En el caso de los medios de contraste baritados, la tendencia regional se explica en la

siguiente tabla (Tabla 8):

Tabla 8: Mercado de los medios de contraste basados en bario.

Tasa de crecimiento

Region 2017 2018 2019 2024
anual (2019-2024)
Ameérica del Norte 22,06 21,83 21,46 18,92 -2,5%
Europa 21,82 21,71 21,48 19,49 -1,9%
Asia y Pacifico 19,13 19,07 18,88 17,21 -1,8%
Resto del mundo 2,84 2,81 2,76 2,42 -2,6%
Total 65,9 65,4 64,6 58,0 -2,1%
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Técnicas de diagndstico por imagen

De todas las técnicas del campo de diagndstico por imagen, las tres que mas se utilizan son
los rayos X/TAC, iRM y los ultrasonidos. Aunque se espera un importante crecimiento en el uso
de esta ultima debido a la optimizacién de la técnica, se prevé que en 2024 la técnica mas

utilizada en diagndstico por imagen siga siendo la de rayos X/TAC (Fig. 86).

4.000,0
3.500,0
3.000,0
2.500,0
2.000,0
1.500,0
1.000,0
500,0
0,0

Tamano de mercado

(Millones de $)

Rayos X/TAC iRM Ultrasonidos
2019 3.254,1 (64 %) 1.332,8 (27 %) 437,2 (9 %)
2024 3.475,1 (57 %) 1.745,7 (29 %) 826,4 (14 %)
CAGR 1,3% 5,5% 13,6%

Figura 86: Mercado en millones de délares de las principales técnicas en diagnéstico por imagen.

Segun los datos recogidos en la figura 87, Europa confirma la tendencia observada a nivel
mundial en la que la técnica de diagndstico por imagen mas utilizada es la de rayos X. Ademas,

Alemania, Francia y Reino Unido son los tres paises con mayor uso de medios de contraste de

Europa.
TAMANO DE MERCADO, 2019
1.673,2 MILLONES $
POR PAIS

RAYOS X / TAC ALEMANIA
65,7% 26,5%

iRM FRANCIA
28,1% 20,8%

ULTRASONIDOS REINO UNIDO
6,2% 11,9%

Figura 87: Evaluacion del mercado en Europa de las técnicas y su uso en los tres paises con mayor cuota de
mercado.
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Segun el informe, en 2018 Espafia contaba con el 10,8 % del mercado mundial de medios
de contraste. Es uno de los paises que tiene los equipos mas antiguos de Europa, de hecho,
unicamente el 35 % del equipamiento de TACy el 26% del equipamiento de iRM tiene menos de
cinco afios de antigiiedad segin Healthcare-in-europe.com. Ademas, indica que habra un

aumento de radiélogos y fisicos cualificados en el mercado espafiol.

En la tabla 9 se puede observar que, en los préximos afios, en Espafia se espera conseguir

un mayor crecimiento para las técnicas de iRM y ultrasonidos que para rayos X/TAC.

Tabla 9: Mercado en $ por técnica en Espafia.

2019 2024 Tasa de crecimiento
Técnica 2017 2018
estimado predicho anual (2019-2024)

Rayos
106,1 107,8 110,1 118,9 1,5%

X/TAC
iRM 44,8 48,4 52,0 72,3 6,8%
Ultrasonidos 9,3 11,2 13,2 25,2 13,9%
Total 159,2 167,2 175,2 216,4 4,3%

En la pagina web del Ministerio de Sanidad, se puede encontrar la relacién de equipos para
cada técnica de diagnéstico por imagen con los que cuenta cada comunidad auténoma en Espafia

(Tabla 10). Segtn la terminologia se podria dividir en:

TAC: Tomografia axial computarizada

iRM: Imagen por resonancia magnética
GAM: Gammacamara

ASD: Angiografia por sustraccién digital
ALI: Acelerador de particulas

SPECT: Tomografia por emision de fotones
PET: Tomografia por emisién de positrones
MAMOS: Mamografos

DO: Densitometros 6seos
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Tabla 10: Equipos de Alta Tecnologia disponibles por Comunidad Auténoma. _

Comunidad
TAC iRM GAM ASD ALl SPECT PET MAMOS DO
Autonoma
Andalucla 135 78 33 20 29 9 6 119 46
Aragén 24 20 3 6 5 4 1 25 4
PPDO. De 19 17 4 5 7 4 3 20 6
Asturias
Islas Baleares 23 21 6 8 4 1 2 21 12
Canarias 36 34 14 18 12 14 3 33 16
Cantabria 9 6 0 3 4 3 1 6 0
Castillay 47 33 10 12 12 3 1 44 19
Leon
Castillala 39 22 3 4 4 4 1 28 9
Mancha
Catalufa 104 90 39 28 32 0 8 55 32
Comunidad o o 55 34 o4 11 10 58 38
Valenciana
Extremadura 27 16 1 2 5 4 1 23 5
Galicia 52 41 13 17 15 13 4 35 15
Madrid 107 129 30 47 45 26 18 85 45
o
egionde . ., 2 10 5 5 2 20 8
Murcia
C.Foralde 8 2 2 6 4 2 8 3
Navarra
Pais Vasco 39 24 12 14 15 3 5 28 12
La Rioja 5 4 2 2 2 2 1 4 3
Ceuta 1 1 0 0 0 0 0 1 1
Melilla 1 0 0 0 0 0 0 1 0
Total 789 613 196 232 226 110 69 614 274
Nacional

89


https://www/

I. INTRODUCCION

Estudio de mercado

En torno al 55-65 % de los estudios de diagndstico por imagen utilizan agentes de

contraste. En la siguiente tabla se indica el nlimero de equipos instalados en diferentes regiones

en 2017 y 2018, de lo que se deduce un crecimiento esperado del mercado de los examenes de

TAC (Tabla 11).

Tabla 11: Escaneres de TAC instalados.

Region 2017 2018
América del Norte 14.411 15.098
Europa 12.213 12.418

Asia y Pacifico 44.139 46.492

La técnica de rayos X/TAC tiene un menor impacto econémico que la iRM, lo que

conllevaria un aumento del mercado de los rayos X/TAC. En cambio, los medios de contraste

utilizados tanto en iRM como en ultrasonidos se encuentran bajo un proceso de optimizacién y

actualmente son capaces de ver con mayor resoluciéon 6rganos y tejidos que con la técnica de

rayos X/TAC no es posible, por lo que esta creciendo su mercado en comparacioén con el de rayos

X/TAC. Dentro de cada zona estudiada existe el mismo comportamiento que el observado a nivel

mundial y que se mencion6 anteriormente, en la descripcién de la figura 85, donde se muestra

que la técnica de rayos X/TAC pasaria de tener un 65% del mercado en 2019 a un 57% en 2024

(Tabla 12).

Tabla 12: Mercado de los rayos X/TAC en el mundo.

2019 2024  Tasa de crecimiento
Region 2017 2018
estimado predicho anual (2019-2024)
América del Norte 1.100,4 1.120,6 1.134,9 1.178,4 0,8%
Europa 1.051,7 1.078,4 1.099,8 1.182,6 1,5%
Asia y Pacifico 810,7 835,2 8559 942,1 1,9%
Resto del mundo 157,7 161,0 163,5 172,0 1,0%
Total 3.120,5 3.195,2 3.254,1 3.475,1 1,3%
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La técnica de iRM se ha convertido en una buena alternativa para distinguir tejidos

blandos y 6rganos que con la técnica de rayos X/TAC no se pueden distinguir, ademas de ser una

de las técnicas mas seguras porque no se somete a los pacientes a ninguna radiacién ionizante

(Tabla 13 y 14). A pesar de esto, dos inconvenientes importantes que tiene la técnica son su

elevado coste y el tiempo de analisis.

Tabla 13: Equipos de iRM instalados.

Region 2017 2018
América del Norte 12.590 13.167
Europa 9.476 9.783

Asia y Pacifico 20.288 21.703

Tabla 14: Mercado de iRM en $ en el mundo.

2019 2024 Tasa de crecimiento
Region 2017 2018
estimado predicho anual (2019-2024)

América del Norte 4543 477,8 499,1 605,8 3,9%
Europa 410,2 440,1 469,8 637,2 6,3%
Asia y Pacifico 279,0 301,8 324,8 457,9 7,1%
Resto del mundo 36,2 37,7 39,0 449 2,8%
Total 1.179,7 1.257,4 1.332,8 1.745,7 5,5%
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Con respecto a las técnicas de diagnéstico por imagen con ultrasonidos, los agentes de
contraste se administran en un 20% de los estudios. Esto se explica porque es una técnica
segura, flexible y de bajo coste, convirtiéndose en una alternativa a los rayos X/TAC e iRM. En
los préximos afios, se espera un importante crecimiento de la técnica de ultrasonidos en

comparacion con el resto de las técnicas de diagndstico por imagen (Tabla 15).

Tabla 15: Mercado de los ultrasonidos en el mundo.

2019 2024 Tasa de crecimiento
Region 2017 2018
estimado predicho anual (2019-2024)
Ameérica del Norte 192,83 230,49 270,01 500,20 13,1%
Europa 72,78 87,73 103,66 200,39 14,1%
Asia y Pacifico 32,30 41,78 49,87 101,15 15,2%
Resto del mundo 9,88 11,75 13,69 24,63 12,5%
Total 309,79 371,75 437,23 826,37 13,6%

Afecciones de mayor aplicacién

El informe muestra que los problemas de salud para los que mas se utilizan medios de
contraste en diagnostico por imagen son las enfermedades cardiovasculares y el cancer (Fig. 88),
esperando una subida importante de estas exploraciones en el 2024; esto es debido a la
aparicién cada vez mas comun de estas enfermedades, pero sobre todo a la optimizacién de la
técnica de iRM para el diagnoéstico cardiovascular, asi como a la mejora de la infraestructura

médica en paises desarrollados.

. 2.556,1
Enfermedades cardiovasculares 2.080.9
Cancer 2.173,1
1.808,2
Enfermedades gastrointestinales 469,0
399,3
Enfermedades musculoesqueléticas 33?%9
' 2024
. 305,9
! 2019
Enfermedades neurologicas 267.8
- 185,8
Enf dad frol
nfermedades nefrologicas 166.7

Figura 88: Mercado en millones de délares de los medios de contraste segtn la afeccién estudiada.
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“Lo que conduce y arrastra al mundo

no son las maquinas sino las ideas.”

Victor Hugo
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Hipotesis

Los compuestos utilizados como medios de contraste poseen una estructura caracteristica
que determina su aplicacion en las diferentes técnicas de diagndstico por imagen. Ademas, dicha
estructura permite que se puedan visualizar determinadas partes del cuerpo como por ejemplo

el corazon, el higado, la vesicula biliar, el cerebro, los rifiones o la vejiga.

La mayoria de los medios de contraste disponibles actualmente en el mercado estan
disenados para ser utilizados en una tnica técnica de diagndstico por imagen, ya sea rayos X,
iRM, medicina nuclear, ultrasonidos o imagen éptica. Sin embargo, existe un nimero limitado
que se pueden llegar a utilizar en una combinacion de las técnicas de diagnoéstico por imagen

mencionadas.

Es fundamental tener en cuenta estos factores a la hora de plantear el objetivo general de
este trabajo: la sintesis de nuevos compuestos que puedan ser utilizados como medios de
contraste tanto en una de las técnicas comentadas anteriormente (iRM, rayos X, TAC, PET,
SPECT, ...), como en una combinacion de ellas (PET-TAC, SPECT-TAC, PET-iRM, CT-iRM, ...); y
que permitan conseguir buenas imagenes de ciertas zonas del cuerpo humano, como el higado
y la vesicula biliar, que no resultan de facil visualizacién en la actualidad debido a la escasez de

medios de contraste destinados a ese fin.

Se busca que este tipo de compuestos tengan una cierta afinidad con las macromoléculas
que estan en el espacio intravascular, especialmente con la albiumina plasmatica. Al ser
administrados por via intravenosa, se conseguiria formar un complejo de elevado peso
molecular capaz de permanecer un elevado tiempo en el espacio intravascular, evitando asi una
rapida eliminacidn por la via renal y favoreciendo la eliminacién por la via biliar. Por esta razdn,
se estudiara la aplicabilidad de los compuestos sintetizados como medios de contraste para el

espacio intravascular (Blood Pool Agents).

Los compuestos que tienen una cierta afinidad por la albiimina plasmatica se caracterizan
por tener una eliminacién preferente por las vias hepaticas, lo que favoreceria su acumulacion
en el higado en una concentracidon suficiente para permitir su visualizacion. Ademas, una
eliminacién significativa por via biliar también posibilitaria el uso de estos compuestos para
obtener imagenes de la vesicula y las vias biliares, lo que solucionaria el problema de escasez de

medios de contraste disponibles para estas zonas.
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Una vez definida la zona de aplicacién en la que se va a enfocar este estudio, es importante
disefiar la estructura de los compuestos que se van a sintetizar. Una de las técnicas de
diagndstico por imagen en la que se utilizaran estos medios de contraste es la de rayos X, por lo
que se necesita algiin elemento que sea opaco ante esta fuente de radiacion. Debido a su elevado
peso atémico, el yodo es una de las mejores opciones para formar parte de la estructura a
sintetizar, por lo que los nuevos compuestos tendran una parte formada por una estructura
bencénica con tres atomos de yodo. Ademas, se tendra en cuenta que los compuestos que tienen

libre la posicion 5 del anillo aromatico, tienen una alta afinidad por la albliimina plasmatica (94).

Como se ha comentado anteriormente, se busca que los compuestos sintetizados tengan
posibilidad de utilizarse en otras técnicas de diagnostico por imagen ademas de los rayos X, por
lo que la estructura debe tener una parte que aporte la funcionalidad deseada en funcién de la
técnica de diagnéstico en la que se pretenda aplicar. Por esta razon, la estructura de los
compuestos cuenta con una parte macrociclica que posibilita la formaciéon de quelatos con
diferentes metales. Si se quiere utilizar en iRM, se puede formar un quelato con un metal de
transicion como gadolinio, europio o disprosio entre otros. Si la técnica deseada es la medicina
nuclear, se puede utilizar un metal que sea un radiois6topo, como el galio; pudiendo estar en

forma de galio-67 si se utiliza en SPECT o galio-68 si se utiliza en PET.

A continuacion, se muestra un esquema (Fig. 89) que resume de una manera muy sencilla

la estructura que tendran los compuestos sintetizados durante la presente Tesis Doctoral:

C

Figura 89: Esquema de los productos sintetizados
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Parte A

Consiste en una estructura quimica con la posiciéon 5 del anillo aromatico libre,
caracteristica que le confiere una alta afinidad por algunas macromoléculas presentes en la
sangre (95); y que es a su vez portadora de un elemento con niimero atémico elevado (yodo) que
proporciona contraste a los rayos X. En la tabla 16 se incluyen diferentes propuestas para la

parte A de la estructura:

Tabla 16: Propuestas para la parte A

Nombre quimico Férmula Numero CAS

I |
. O
Acido acetrizoico \©i/u\ 85-36-9
I

COOH
Acido iopanoico | | 96-83-3
NH,
I

COOH
. |
Acido ip6dico 5587-89-3
N™=\
I N—
/
(0]
HNJ\/\
Acido tiropanoico ! ! 27293-82-9
COOCH
|
COOH COOH
| | | |
Acido ioglicAmi o o 2618-25-9
C1do 10gl1camico - -
Hkoﬁu

97


https://scifinder-n.cas.org/navigate/?appId=51ae3c59-33d0-46e8-970a-01c7f3c51268&clearSearch=false&isFromAllResults=false&ordinal=0&resultType=substance&resultView=DETAIL&state=searchDetail.substance&suppressNavigation=true&uiContext=365&uiSubContext=677&uriForDetails=substance%2Fpt%2F67436&uriList=substance%2Fpt%2F67436

Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
COOH
|
(@] H |
lodipamida NMNJQ e
H
| (6]
| |
COOH
COOH
| |
. Ho
Acido iodoxamico NP0 O o O 31127-82-9
| (o] | |
COOH
COOH COOH
} | | 0 o | |
Acido iotroxico o o 26887-04-7
\/\o/\/

El compuesto mas sencillo que posee tres atomos de yodo, la posicién 5 del anillo
aromatico libre y un grupo funcional que facilita la conexién con la parte B por medio del

espaciador es el 4cido acetrizoico.

Parte B

Se trata de una estructura quimica formada por un macrociclo que posibilita la formacién
de quelatos de elementos paramagnéticos como el gadolinio, europio o disprosio entre otros; o
de otros metales como galio “natural” o radiois6topos como galio-67 o galio-68, que permiten

su uso en técnicas como SPECT o PET respectivamente.

Existe un elevado niimero de posibles moléculas macrociclicas como el NOTA (y algunos
de sus derivados como DETA, UNTA y DOTRA), el DOTA (incluyendo sus derivados
tetraacetilados o triacetilados como DO3A, TRITA, TETA, PCTA, PyTETA y BP2A) o algtn otro
compuesto derivado de estos. Las moléculas lineales como DTPA se han descartado como
posible estructura para esta parte de la molécula debido a la baja estabilidad de los quelatos que

tienen en su interior este ligando (96),
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Algunas de las posibilidades que se proponen son las siguientes (Tabla 17):
Tabla 17: Propuestas para la parte B.
Ligando Nombre quimico Férmula Numero CAS
. /~\
Acido 1,4,7- HOOC”™N N7 “COOH
NOTA triazaciclononano-1,4,7- N 56491-86-2
triacético kCOOH
Acido 1,4,7-triazaciclodeca- HOOC™ "N N° "COCH 65439-21-6
DETA &
-no-1,4,7-triacético N
kCOOH
. /~\
Acido 1,4,8- HOOC” >N NZ COOH
124659-24-1
UNTA triazacicloundecano-1,4,8- N
triacético kCOOH
Acido 1,5,9- HOOC” >N NI >COOH 106415-34-3
DOTRA triazaciclododecano-1,5,9- L/N\j
triacético
kCOOH
Acido 1,4,7,10-tetraazaciclo —
HOOC” >N NI “~COOH
dodecano-1,4,7,10-
DOTA [ j 60239-18-1
tetraacético HOOC. >N N2 _COOH
~N N
£ - .
Acido 1,4,7,10-tetraazaciclo HOOC/\N} N\ “NCOOH
DO3A dodecano-1,4,7-triacético [ j 114873-37-9
NH NZ_COOH
Acido 1,4,7,10-tetraazaciclo
HOOC” >N NZ COOH
TRITA tridecano-1,4,7,10- [ j 60239-20-5
tetraacético HOOC _N  N{__COOCH
/
Acido 1,4,8,11-tetraazaciclo HOOC” N N~ COOH
TETA tetradecano-1,4,8,11- [ j 60239-22-7
tetraacético HOOC. N  N{_-COCH
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Ligando Nombre quimico Férmula Numero CAS
. COOH
Acido 3,6,9,15-
N
tetraazabiciclo[9,3,1] /\ /\
PCTA /N N— 129162-88-5
pentadeca-1(15), 11,13- HOOC N COOH
N
trieno-3,6,9-triacético | P
. =
Acido 3,7,11,17-tetraazabici- - |
HOOC N COOH
-clo[11,3,1]heptadeca-1(17), 106967-44-6
PyTETA SN N
13,15-trieno-3,7,11- N
triacético )
HOOC
Acido 3,11,17,18- B
tetraazatriciclo[11,3,1,159] N 161034-89-5
BP2A MO0 N cooH
octadeca-1(17),5,7,9(18),13, N
15-hexaeno-3,11-diacético N l

Una vez que se han realizado las diferentes propuestas para la parte B que forma parte de
la estructura de los compuestos que se van a estudiar a lo largo de la Tesis Doctoral, es
importante analizar cuales son los mas recomendables con relacion a la sencillez de fabricacién
y cuales aportan una mejora sustancial en cuanto a su aplicabilidad. Para ello, es importante

analizar una serie de conceptos que se describen a continuacién.

La estabilidad de los medios de contraste que se utilizan en el campo del diagnéstico por
imagen empleando la técnica de resonancia varia en funcién del tamafio del ligando
macrociclico; de esta manera, se puede observar que la estabilidad de los complejos de gadolinio

se relaciona con la siguiente serie (47):
NOTA ~ TETA < TRITA < DOTA

El anillo de nueve miembros del NOTA es demasiado pequefio como para albergar en su
interior el metal y por esta razon, su estabilidad es diez veces menor que para el DOTA. A su vez,
al estudiar la secuencia de los derivados macrociclicos del NOTA (NOTA-DETA-UNTA-DOTRA),
se puede observar que, al aumentar el tamafio del anillo, manteniendo los grupos que se
coordinan con el metal (-COOH y -NH3), inicamente el DETA forma quelatos mas estables que el

NOTA; de hecho, para UNTA y DOTRA no se han encontrado complejos sintetizados (8).
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En la siguiente tabla se puede verificar con datos experimentales bibliograficos que el

ligando DOTA es el méas estable de la serie estudiada (Tabla 18):

Tabla 18: Constantes de estabilidad de quelatos de gadolinio.

Ligando Log Keaq,)
NOTA 13,7 99
DOTA 24,7 (97),(100), (101)
DO2A 13,1 (102)
DO3A 21,0 (103), (104), (105)
TRITA 19,2 (100), (101)
PCTA 20,4 (106)
BP2A 14,5 (107)

Se puede comprobar que para la serie DOTA-DO3A-D02A, la estabilidad del compuesto

disminuye en cuatro 6rdenes de magnitud desde el DOTA cuando el macrociclo pierde un grupo

acetilo, siendo la disminucién de hasta 12 6rdenes de magnitud cuando pierde dos grupos

acetilo (108), (109),

Comparando la estabilidad de los ligandos DO3A y PCTA, ambos tienen el mismo niimero

de nitrégenos y oxigenos que se unen al metal; pero debido a la sustitucion del grupo acetilo por

un anillo de piridina, la constante de estabilidad del PCTA es menor que la del DO3A.

Existe una relacién entre la constante de estabilidad y la basicidad de un compuesto como

se puede observar en la figura 90, en la que los datos se ajustan segtin la ecuacion 11:

log(Kgaqy) = 1,5 x (log K{' +log K3 —9,7

(R? =0,86) (11)
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30+
DOTA-SA DO3AP DOTP
28 A $hasp
] DOTA MA @ DO2A2P
NO,-Bn-DOTA @
DO3A-Pic @
g 22 1 DO3A-nBuAm E.HE'.DOEA ® DO3A
G PCTA @
¥ ® ° DO2A
E" NOQ-BI"I-pCTA TRITA
18
L4 [ ]
BP2A PC2A DOTEP
14 . ®o0TAM
DTMA
DOTA-4Gly
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IogK1H+IogK2H

Figura 90: Relacién entre la constante de estabilidad y la basicidad de compuestos macrociclicos con d&tomos

de nitrégeno.

Un parametro fundamental para tener en cuenta en la eleccién de la parte B, es el conjunto

de metales que pueden formar parte del quelato en funcidn de la técnica de diagndstico por

imagen de interés. Entre estos se encuentran:

Manganeso: Para iRM

Gadolinio: Para iRM y rayos X (110)
Disprosio: Para iRM y rayos X (110)

Iterbio: Para iRM y rayos X (110)

Europio: Para rayos X e iRM (Pueden utilizarse como “PARACEST” por sus propiedades

paramagnéticas y su lento intercambio de las moléculas de agua) (111).

Galio natural: Para rayos X
Galio 68: Para PET

Galio 67: Para SPECT

Debido al uso de metales trivalentes para formar el quelato de la parte B de la estructura,

se elige el macrociclo DO3A por su estructura de ligando trivalente. Ademas, la presencia de una

amina secundaria le aporta la

posibilidad de unirse a la parte C y conectar, de esta manera, la

parte macrociclica de la estructura con la aromatica triyodada.
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Parte C

Estructura quimica que actiia como espaciador entre las partes A y B. Existe una gran
variedad de compuestos que se pueden utilizar en esta parte de la estructura como son los
aminodcidos, etilendiamino, epiclorhidrina o polietilenglicoles, entre otros. Su caracteristica
fundamental es conseguir una estructura rigida y metabdlicamente estable. Por su sencillez, la

estructura quimica que se propone es la siguiente (Tabla 19):

Tabla 19: Propuesta para la parte C.

Nombre quimico Foérmula

H O
N-(2-aminoetil)-acetamida ZN\/\N )J\/Lg/
H

En base a todas estas justificaciones, la estructura del producto cabeza de serie que se ha

elegido para estudiar a lo largo de la presente Tesis Doctoral es la siguiente (Fig. 91):

© O
@)
AR
N N o
n+/
| | H /l
@)

N
I

Figura 91: Estructura del cabeza de serie estudiado
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Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo consiste en llevar a cabo la sintesis de un grupo
de compuestos basados en el macrociclo acido {10-{2-[2-(3-acetilamino-2,4,6-
triyodobencilamino)aminoetil]-2-oxoetil}-1,4,7,10-tetraaza-1-ciclododecil}-1,4,7-triacético
(ICJ1707-01), al que se le afiaden diferentes metales como gadolinio, galio y europio para dar
caracteristicas concretas que permitan su uso como agentes de contraste multimodales, tanto
en una Unica técnica del campo del diagnéstico por imagen (iRM, rayos X, TAC, PET, SPECT, ...)
como en una combinacién de ellas (PET-TAC, SPECT-TAC, PET-iRM, TAC-iRM, ...).

Se buscara que los medios de contraste sintetizados permitan la visualizacién de ciertos
organos del interior del cuerpo como los rifiones, la vejiga o el estdmago, enfocando su aplicaciéon
ala obtencion de imagenes del higado y la vesicula biliar. También se va a estudiar la posibilidad
de que estos medios de contraste puedan ser utilizados como medios de contraste para la

visualizacién del espacio intravascular (Blood Pool Agents).

Para identificar los compuestos sintetizados, se realizara su caracterizacién por medio de
1H RMN, 13C RMN, COSY, HMQC y HMBC, espectro infrarrojo, punto de fusién, analisis de masas

y andlisis elemental (microanalisis).

Una vez caracterizados, se evaluara la posibilidad de que puedan ser utilizados como
medios de contraste. Para ello, se van a estudiar una serie de parametros fisicoquimicos
relacionados con la funcionalidad de los compuestos, entre los que se encuentran la osmolalidad,
solubilidad, coeficiente de reparto, afinidad a albimina de suero bovina, relajatividad y nimero

de aguas de coordinacion.

Posteriormente, se estudiaran parametros relacionados con la seguridad como la
estabilidad metabélica, toxicidad, mutagenicidad y biodegradabilidad de los compuestos.

Algunos de estos parametros se estudiaran in silico y otros in vitro.

A su vez, se demostrara que utilizando los compuestos sintetizados se obtiene una sefial
acorde a las técnicas en las que se van a utilizar. Para ello, se realizara un estudio de calibrador
(Phantom) que permitira observar la relaciéon de la sefial obtenida en funcién de Ia

concentracion de los compuestos administrada.

Finalmente se llevaran a cabo las pruebas in vivo, para lo que se administraran los
compuestos a animales y se analizaran las sefiales generadas con diferentes técnicas de
diagndstico por imagen como son iRM, TACy PET/TAC. A través de las imagenes obtenidas sera
posible evaluar si los medios de contraste sintetizados permiten diferenciar érganos y zonas del

interior del cuerpo que no es posible visualizar con otras técnicas.
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De una manera mas especifica, los objetivos de la presente Tesis Doctoral son los que se

establecen a continuacion:

- Sintesis de una familia de compuestos para su posterior uso como agentes de contraste en el

campo del diagnoéstico por imagen.
- Caracterizacion estructural de los productos intermedios y finales sintetizados.

- Uso de estos medios de contraste para visualizar las zonas deseadas, lo que implica que los
productos tengan las caracteristicas necesarias, de acuerdo con los parametros

fisicoquimicos y de seguridad del paciente estudiados.

- Uso de estos medios de contraste en una combinacién de técnicas del campo del diagnoéstico
por imagen o en alguna de estas por separado consiguiendo una buena relacién de la sefial

con la concentracion utilizada.

- Uso de estos medios de contraste para la visualizaciéon de diferentes érganos tras su

administracion, destacando el higado, la vesicula y las vias biliares.

- Uso de estos medios de contraste para la visualizacion del espacio intravascular (Blood Pool

Agent).
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sino una realidad a experimentar.”

Frank Herbert
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Aspectos éticos y legales

Aspectos éticos y legales

En la investigacion y desarrollo de nuevos productos que tienen como objetivo ser
administrados en humanos, siempre es necesario llevar a cabo estudios previos en animales.
Durante la realizacion del presente trabajo, se ha intentado evitar causar cualquier dano fisico
innecesario y se ha priorizado el bienestar fisico y psiquico de los animales en los casos en los

que ha sido imperativo su uso.

Por esta razdn, se han utilizado métodos alternativos a la experimentacién con animales
para la evaluacién de algunos pardmetros relacionados con el posible uso de los compuestos
sintetizados en este trabajo como medios de contraste en el campo del diagndstico por imagen.
Algunos de estos métodos estdn basados en ensayos fisicoquimicos (determinacion de la
afinidad por albumina plasmatica), el uso de cultivos celulares (determinacién de la
concentracion inhibitoria) o estudios in silico; en los que a partir de modelos computacionales
que utilizan multitud de bases de datos, se pueden predecir ciertos parametros caracteristicos

relacionados con la toxicidad.

En los casos en los que es obligatorio el uso de animales, como son los estudios in vivo, se
han seguido todas las directrices institucionales y nacionales aplicables para el cuidado y uso de
animales; en particular la Directiva de la Unién Europea 2010/63/UE y las regulaciones
nacionales (RD 53/2013). Ademas, en todo caso se ha intentado reducir el nimero de individuos
a estudiar para obtener unos resultados preliminares significativos. Para establecer las
estrategias seguidas a la hora de realizar dichas pruebas se ha contado con expertos en la
materia, como los profesionales encargados de realizar los ensayos en cada centro y la
documentacidn aportada por la Sociedad Espanola para las Ciencias del Animal de Laboratorio
(112), Cabe destacar que todos los procedimientos utilizados para llevar a cabo este tipo de
estudios cuentan con la aprobacién de los Comités de Etica en Experimentacién Animal del
Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales y Tecnologias (CIEMAT) y del

Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo.
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Instalaciones

Instalaciones

La presente Tesis Doctoral se ha realizado principalmente en las instalaciones de Justesa
Imagen S.A.U. (Grupo Juste), llevandose a cabo una serie de experimentos y estudios en otros
centros de investigacion externos como son en el Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo
(Laboratorio de Resonancia Magnética de Investigacion en Animales), instalaciones del CIEMAT
(Unidad de Aplicaciones Biomédicas y Farmacocinética del Departamento de Medio Ambiente),
Universidad de la Corufia (Grupo de Investigacion Reactividad Quimica y Fotorreactividad del
Departamento de Quimica Inorganica), Universidad de Alcald (Servicio de Espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear y CQAB: Centro de Quimica Aplicada y Biotecnologia) y CSIC

(Centro de Quimica Organica “Lora-Tamayo”).
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Metodologia

El trabajo de investigacion que se ha realizado a lo largo de esta Tesis Doctoral se puede
considerar como multidisciplinar, ya que comprende métodos, técnicas e informacién que se
pueden aplicar a diversas disciplinas cientificas; y cuyos resultados se van a relacionar y

explicar, a través del diagndstico por imagen.

Busqueda bibliografica

Se ha realizado una extensa busqueda bibliografica para elegir cuales son los compuestos
cabeza de serie que se van a sintetizar, pero también es importante esclarecer las diferentes
rutas de sintesis que se deben seguir con la finalidad de utilizar un procedimiento sintético
sencillo y de minimizar tanto el contenido de posibles impurezas que se pueden generar como
el uso de disolventes. Para ello, se han utilizado herramientas de busqueda de informacion

cientifica como Scifinder®, ademas de la documentacion historica de Justesa Imagen S.A.U.

Desarrollo analitico

Para asegurar que, tanto los productos intermedios como los finales, tienen una pureza
acorde a la aplicacion deseada, se han desarrollado varios métodos analiticos que se pueden
utilizar para el control en proceso de las reacciones organicas y para poder analizar la calidad
de todos los productos sintetizados. Para la realizacién de estos estudios, se ha utilizado un
cromatografo HPLC Jasco con deteccion de ultravioleta-visible (DAD), un cromatégrafo HPLC
Jasco con detector DAD y de radiactividad y un cromatégrafo HPLC Agilent (Serie 1200) con
detectores DAD, de fluorescencia (FLD) y un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD).
Posteriormente, en el apartado de RESULTADOS Y DISCUSION se procedera a describir cada uno
de los métodos desarrollados, comentando tanto las condiciones utilizadas como los resultados

obtenidos.
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Sintesis y purificacién

Se han realizado una serie de reacciones organicas a nivel de laboratorio, con el objetivo
de sintetizar los nuevos productos. Para ello, se ha seguido el esquema (Fig. 92) que se indica a
continuacioén, utilizando como producto de partida el &cido 3-nitrobenzoico (CAS 121-92-6) o el
acido acetrizoico (CAS 85-36-9). Para la realizacién de este apartado de la investigacion se ha
utilizado el material de laboratorio de Justesa Imagen S.A.U. Posteriormente, en el apartado de
RESULTADOS Y DISCUSION se procedera a describir cada una de las etapas que se han realizado,

incluyendo las condiciones y los reactivos empleados.

COOH L Joer
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NJ\
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Acid ]
S—ﬂitr%benzoico Acido acetrizoico
Método 2

Etapa 1|H, Pd/C E‘t’a‘;:S SOCl,

(0]
CI\)J\
COcCl COcClI O _N
COOH ICI/HCI SOCl; | Método 1 ! o HzN\/\NH2 ~"“NH,
» | |
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I | H
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1CJ1704-01

(0]
Etapa 7 CI\)J\
Cl

OH
o
/N
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— o) T \_\ o) T T o)
N N:Y N ,N<\f N /N:\?
H O [Ga > (0] H (0] [ ’Gdjo H (0] [ 'EU7O
0 N\/\N)J\/N\\J o} N\/\N)J\/Nx N o) N\/\N)J\/Nx N
[ o o [ oM o [ oM 012
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| H | H | H
ICJ1805-01 ICJ1901-01 ICJ1911-01

Figura 92: Esquema sintético
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Debido a la necesidad de purificar algunos productos intermedios y finales, se han
utilizado una serie de técnicas de purificaciéon como purificaciéon con resinas de intercambio,

electrodidlisis, nanofiltracion y cristalizacion con disolventes organicos, entre otras.

En el caso de la electrodialisis, se han utilizado dos sistemas con diferentes disposiciones

de membranas dependiendo de la finalidad deseada:

- Reduccién de cationes y aniones. El objetivo de esta purificacion es la eliminacién de sales
inorganicas e impurezas idnicas que son capaces de atravesar estas membranas cuando se

genera una corriente eléctrica en el sistema (Fig. 93).

ANODO EL | CO DI co DI co EL CATODO

Figura 93: Electrodidlisis tipo I

C son membranas catidnicas (s6lo permite el paso de cationes) y A son membranas
anidnicas (sélo se permite el paso de aniones). EL es el compartimento de la disolucién de
electrolito, que mantiene aislado el producto para que no esté en contacto con el anodo ni con el
catodo y, de esta manera, prevenir la apariciéon de reacciones de oxidacién o de otro tipo que
puedan degradar el producto que se intenta purificar. CO es el compartimento del concentrado,
donde la disolucidn se va enriqueciendo con las sales inorganicas e impurezas iénicas pequeias,

y DI es el compartimento del diluido, donde esta el producto que se va a purificar.

- Reduccidén de cationes. El objetivo de esta purificacién de compuestos en forma de sal es la
formacion del acido libre, aplicando un intercambio de protones por los cationes presentes

en la molécula. Esto ocurre cuando se genera una corriente eléctrica en el sistema (Fig. 94).

ANODO EL | CO | DI | CO DI CO | EL CATODO

Figura 94: Electrodialisis tipo II

C son membranas catiénicas (s6lo se permite el paso de cationes) y B son membranas
bipolares (favorecen la hidrélisis del agua sin permitir el paso de cationes ni aniones, generando
iones hidroxilo en el compartimento del concentrado y protones en el compartimento del
diluido). EL es el compartimento de la disolucién de electrolito, que mantiene aislado el producto
para que no esté en contacto con el anodo ni con el catodo y, de esta manera, prevenir la
aparicion de reacciones de oxidacién o de otro tipo que puedan degradar el producto que se
intenta purificar. CO es el compartimento del concentrado, donde la disolucién se va
enriqueciendo con los cationes generando hidréoxido sdédico o sales de acidos, y DI es el

compartimento del diluido, donde esta el producto que se va a purificar.
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Ambos sistemas de electrodidlisis comparten el mismo esquema de funcionamiento, que

se incluye a continuacion (Fig. 95):

Electrolito

Diluido — :l

\A 4

Concentrado

Figura 95: Esquema general de electrodialisis

En la purificacién del producto por nanofiltraciéon, se ha utilizado un sistema de
membranas de CSM (modelo NE1812-70). En este caso, se ha llevado a cabo un proceso de
nanofiltracién a volumen constante (diananofiltracién) para conseguir una mejora en la
capacidad de purificacion. Se utiliza una bomba peristaltica para regular la adiciéon de agua
purificada en funcién del caudal de permeado y asi mantener el volumen de la disolucién. El

sistema utilizado corresponde al siguiente esquema de funcionamiento (Fig. 96):

Rechazo
Producto

rgua —(D—

Permeado
Figura 96: Esquema general de diananofiltracién

El permeado es la disolucion que tiene las impurezas con un tamafio menor que el poro de
la membrana; y el rechazo es la disolucién con las sustancias que no son capaces de atravesar la

membrana por su tamaiio, como es el producto que se quiere purificar.
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Caracterizacién espectroscépica

Una vez obtenidos los productos intermedios y finales con la pureza deseada y verificada,
se han realizado diferentes ensayos para caracterizar estos compuestos y asi poder garantizar
su identidad. A continuacién, se muestra una relaciéon de los ensayos de caracterizacion

realizados, incluyendo el equipamiento utilizado y el centro donde se han realizado (Tabla 20).

Tabla 20: Relacién de ensayos de caracterizacion, equipamiento y centro.

Ensayo Equipamiento Centro

Varian System-500

CSIC
Bruker AVANCE III HD 400
1Hy 13C RMN
Bruker AVANCE III HD 400 y 500 Universidad de la Corufia
Varian System-500 Universidad de Alcala
COSY Bruker AVANCE III HD 400 y 500 Universidad de la Coruia
HMQC Bruker AVANCE III HD 400 y 500 Universidad de la Corufia
HMBC Bruker AVANCE III HD 400 y 500 Universidad de la Corufia
Espectrofotémetro de infrarrojo
Espectro .
(FTIR) Shimadzu Justesa Imagen S.A.U.
infrarrojo
(modelo IRAffinity-1S)
Punto de fusion Mettler Toledo (modelo MP55) Justesa Imagen S.A.U.
Cromatografo HPLC acoplado a
Analisis de masas Triple Cuadrupolo LC/MS Agilent Universidad de Alcala
(serie 6410)
Analisis elemental
Analizador LEC0O-932 CSIC

(microanadlisis)
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Pardametros fisicoquimicos

Después de la caracterizacion de los productos sintetizados, se han estudiado una serie de
parametros fisicoquimicos con el objetivo de evaluar la posibilidad de utilizar los compuestos
sintetizados como medios de contraste de diagnéstico por imagen. A continuacién, se presenta
una relacion del equipamiento utilizado y el centro de investigacion donde se han realizado

(Tabla 21).

Tabla 21: Relacién de ensayos fisicoquimicos, equipamiento y centro.

Ensayo Equipamiento Centro

Miliosmémetro de punto de
Osmolalidad Justesa Imagen S.A.U.
congelacion Roebling

Solubilidad - Justesa Imagen S.A.U.
Coeficiente de
ICP-MS Agilent (Serie 7900) Justesa Imagen S.A.U.
reparto
ICP-MS Agilent (Serie 7900)
Afinidad por
albumina de suero Single-Use RED Plate with Inserts Justesa Imagen S.A.U.
bovina (BSA) Thermo Scientific 8BK MWCO
Bruker AVANCE 300
Relajatividad y

Espectrofluorimetro Horiba

numero de aguas de FluoroMax Plus-P equipado con una Universidad de la Corufia

coordinacion , L
lampara de arco de xen6n sin 0zono
de 150 W, un contador de fotones y un

detector de fotodiodos de referencia

Los resultados obtenidos en estos ensayos fisicoquimicos para los compuestos
sintetizados se han comparado con los establecidos para otros medios de contraste comerciales
que se utilizan en el campo del diagndstico por imagen. El primero de ellos es el 4cido acetrizoico,
que es un medio de contraste con tres atomos de yodo y la posicion 5 del anillo aromatico libre.
Se utiliza en pruebas radioldgicas, tiene una cierta afinidad a la albimina y, tras su
administracidn, permite obtener imagenes de las vias biliares debido a que su eliminacién no se

lleva a cabo totalmente por via renal.

e
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Otros medios de contraste utilizados como referencia son el gadobutrol y el gadoterato de
meglumina, los cuales poseen una estructura macrociclica de gadolinio como metal quelante. Se
administran para exploraciones en iRM, no presentan afinidad por la albimina y son muy

solubles en agua.

A continuacién, se describen los métodos utilizados para la determinacién de los
parametros fisicoquimicos incluidos en la tabla anterior. Posteriormente, en el apartado de

RESULTADOS Y DISCUSION se procedera a plasmar y comentar los resultados obtenidos.

Osmolalidad

Para la determinacidon de este parametro se ha utilizado un osmémetro de punto de

congelacion.

Es necesario, como paso previo a la realizacion de cualquier medida, calibrar el equipo
nada mas encenderlo. Para ello se utilizan tres disoluciones de cloruro s6dico (CAS 7647-14-5)
con concentraciones de 0, 0,9 y 2,7 %. El equipo se ajusta para que su respuesta frente a estos

patrones proporcione una sefial de 0, 300 y 900 mOsm/Kg, respectivamente.

Posteriormente, después de lavar la célula de medida segun el procedimiento de lavado
descrito en los manuales, se realiza una comprobacién del estado del equipo determinando el

valor de osmolalidad de un patrén de 900 mOsm/Kg y repitiendo la medida seis veces.

El fundamento analitico del equipo se basa en la variacién de la temperatura que se
consigue una vez que interacciona la aguja fria con la muestra; en funcién de esta temperatura,

existe una relacion lineal con el valor de la osmolalidad de las muestras analizadas.

La determinacion de las medidas de osmolalidad de las muestras desconocidas se realiza

por triplicado para minimizar errores instrumentales y humanos.
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Coeficiente de reparto

Se harealizado adaptando el procedimiento PNT-IDB/FC-002 descrito por Justesa Imagen
S.A.U. Se utilizan como reactivos 1-butanol (CAS 71-36-3) y 2-amino-2-hidroximetil-

propano-1,3-diol (TRIS) (CAS 77-86-1) y el procedimiento consiste en:

- Preparacién de las muestras

Se prepara una disoluciéon de cada uno de los compuestos que se van a estudiar en una
concentracion de 5 mM utilizando un tampoén de TRIS a pH 7,6. Los productos que se van a

estudiar son el ICJ1805-01, ICJ1901-01, gadobutrol y acido acetrizoico.

Se preparan 3 tubos de cada compuesto a estudiar y en cada uno de ellos se afladen 3 mL
de la disolucién preparada anteriormente, 4,5 mL del tampén de TRIS a pH 7,6 y 7,5 mL de
1-butanol.

- Procedimiento del ensayo
Se fijan en un agitador todos los tubos y se agitan durante 30 minutos a 230 rpm.
Se dejan reposar hasta que las dos fases estén totalmente separadas.

- Preparacién de las muestras para el analisis

Se preparan las muestras de cada una de las fases por separado para cuantificar la
concentracion de los productos en cada fase, y para ello se utiliza un calibrado de yodo, gadolinio

y galio en ICP-MS.
Para las fases acuosas, se realiza una dilucién 1:200 en HNO3 2%.

Para las fases alcohdlicas, se evaporan a sequedad 5 mL de cada una de las fases, se aflade
1 mL de HNO3 concentrado y se realiza un tratamiento de digestiéon por microondas durante 30
segundos. Una vez digeridas, las muestras estan mineralizadas y se realiza una dilucién 1:20 en

HNO3 2%.

Para la determinacion del coeficiente de reparto, se utiliza la siguiente féormula en la que

se introducen los datos obtenidos en el analisis de ICP-MS (Ec. 12):

6
Catconot * 5 * 20 _ Caiconor * 0,12

@ B CBuffer (acuosa)

CBuffer (acuosa) ~ 71

(12)
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Afinidad por albiimina de suero bovina (BSA)

Se ha realizado un estudio in silico utilizando el programa Toxtree® (113). A partir de los
datos obtenidos, se realiza una comparaciéon del gadobutrol, el acido acetrizoico y los

compuestos sintetizados 1CJ1707-01, ICJ1805-01 e IC]1901-01.

La determinaciéon experimental de este parametro se ha realizado adaptando el
procedimiento PNT-IDB/FC-003, descrito por Justesa Imagen S.A.U., y lainformacién del manual
proporcionado por Thermo Scientific para el uso de sus dispositivos, en el que se sugiere un
proceso acorde al equipamiento que se va a utilizar en esta determinacién. Como reactivos se
utilizan BSA (CAS 9048-46-8), cloruro so6dico, acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
iletanosulfénico (HEPES) (CAS 7365-45-9) e hidréxido sddico. A continuacién, se describe el

proceso:

- Preparacion de las muestras

Se prepara una disoluciéon de cada uno de los compuestos que se van a estudiar en una
concentracion cercana a 8 g/L en agua. Los compuestos evaluados son el 1CJ1805-01,

ICJ1901-01, gadobutrol y 4cido acetrizoico.

El primer estudio necesario es la determinacion de la afinidad de la membrana por los
compuestos que se van a evaluar, ya que, si existe una gran afinidad por estos, el intercambio
producido no va a ser explicado por la técnica conllevando a errores en su determinacién. Para

ello se disuelven los compuestos por separado en el tampén HEPES ajustado a pH 7,4.

Una vez estudiada la afinidad por la membrana, se puede proceder con el estudio de la
afinidad por la albumina. Se prepara por triplicado una disolucién de cada compuesto a una
concentracion de 0,50 mM en presencia de BSA. Para ello, se afladen 0,2 g de BSA, 0,36 mL de la
disoluciéon madre correspondiente preparada con anterioridad y se lleva a un volumen final de

5 mL utilizando un tampén HEPES a pH 7,4.
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- Procedimiento de andlisis

Una vez preparadas las disoluciones necesarias para realizar los estudios, se procede a

realizar los experimentos seglin el manual descrito en Thermo Scientific para el dispositivo de

dialisis al equilibrio Sigma-Use RED Plate with Inserts Thermo Scientific 8K MWCO.

a) Para el primer experimento, enfocado en el estudio de la afinidad del medio de contraste

por las membranas y las células de dialisis, se afiaden en los pocillos de la muestra 400 pL
del medio de contraste a estudiar disuelto en el tampon. En los otros pocillos se afiaden

600 pL del tampon.

Se ajusta el dispositivo mencionado en un agitador termostatizado a 37°C, se agita a
300 rpm durante cinco horas y, posteriormente, se realiza un tratamiento a las muestras
para la determinacion de la concentracion de los compuestos en los pocillos por ICP-MS

utilizando un calibrado de yodo, gadolinio y galio.

Una vez terminado el experimento, la concentracion de los compuestos estudiados en
ambos pocillos deberia ser igual, indicando que no existe una interaccién apreciable

entre cada compuesto y la membrana.

b) Para el segundo experimento, basado en la determinaciéon de la afinidad por la

seroalbiimina bovina de cada compuesto, se anaden en los pocillos de la muestra 400 uL
del medio de contraste a estudiar con BSA disuelto en el tampén comentado

anteriormente. En los otros pocillos se anaden 600 pL del tampén.

Se ajusta el dispositivo mencionado en un agitador termostatizado a 37°C, se agita a
300 rpm durante cinco horas y, posteriormente, se realiza un tratamiento a las muestras
para la determinacion de la concentracion de los compuestos en los pocillos por ICP-MS

utilizando un calibrado de yodo, gadolinio y galio.

Una vez terminado el experimento, se utiliza la concentracién de cada compuesto en
cada pocillo para calcular el porcentaje de afinidad de cada compuesto por la albiimina
segun la siguiente ecuacién donde: Cres la concentracion del compuesto total en los dos
pocillos, C; es la concentracion del compuesto que no se ha unido a la albimina, Cy es la
concentracion del compuesto en el pocillo de la muestra y Cs es la concentracién del

compuesto en el pocillo del tampén (Ec. 13):

CT_CL CM+CB_2CB CM_CB

Unién a proteinas(%) = <100 = ————- 100 = ——- 100 (13)
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- Tratamiento de las muestras para el andlisis

La determinacion de la concentracién de los compuestos en cada pocillo se ha realizado
utilizando el modelo de ICP-MS comentado anteriormente. Se prepara una linealidad para cada

uno de los elementos estudiados segtn la siguiente tabla (Tabla 22):

Tabla 22: Linealidades ICP-MS.

Yodo (ppm) Gd (ppm) Ga (ppm)
P1 0,10 0,01 0,004
P2 0,30 0,04 0,020
P3 1,00 0,20 0,100
P4 3,00 0,80 0,400
P5 9,00 4,00 2,000
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Relajatividad

La determinacién de este parametro para el compuesto de gadolinio 1CJ1901-01 se ha
realizado en las instalaciones de la Universidad de la Corufia comentadas anteriormente. El
protocolo utilizado consiste en la medida de una disolucién acuosa del compuesto a 25°C en un
campo magnético de 7 T operando a 300 MHz. Los tiempos de relajacidn longitudinales (T1) se
registran empleando la secuencia de pulsos de inversién-recuperacién. Se emplea una
disolucion del complejo en H20 conteniendo un 10% de D,0 para detectar la sefial del deuterio.
Una vez completados los experimentos de T, se adapta al tubo de RMN un inserto conteniendo
H>0 y una gota de terc-butanol (CAS 75-65-0), y se afiade otra gota a la disolucién del complejo.
A continuacién, se registra un espectro de RMN de 'H y se determina la concentracién del
complejo mediante la técnica de susceptibilidad magnética, evaluando la diferencia de
desplazamiento quimico de las senales de terc-butanol de ambos compartimentos (J)

(Ec. 14) (14);

(14)

_ 47T[M]S .ueff 3
0= T (2.84) x 10

En esta expresion: [M] es la concentracion molar de la sustancia paramagnética disuelta,
s es un factor que depende de la forma del recipiente que contiene la muestra (s=0,1/3y-1/6
para una esfera, un cilindro paralelo al campo magnético aplicado y un cilindro perpendicular a
él, respectivamente), T es la temperatura absoluta y s es el momento magnético efectivo. El

desplazamiento quimico se expresa en ppm.

El parametro de relajatividad se determina empleando la ecuacién 15:

1 1

Tl,obs Tl,dia

+ [M]ry (15)
Donde Ti,0bs €s el tiempo de relajacion longitudinal observado, T4 €s la contribucion
diamagnética, r; es la relajatividad, y [M] representa la concentraciéon molar del complejo.

En este caso, se compara el resultado obtenido con el valor calculado para el gadoterato

de meglumina (DOTAREM®) medido en las mismas condiciones.
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Numero de aquas de coordinacion

Se ha realizado utilizando el compuesto con europio (ICJ1911-01) a partir de medidas de

tiempos de vida de emisidn. Este estudio se ha llevado a cabo en la Universidad de la Corufia.

Esta metodologia se basa en los estudios de Horrocks y Sudnick, que en 1979 propusieron
un método para determinar el nimero de moléculas de agua coordinadas al ion metalico a través
de medidas de luminiscencia (115. El método relaciona las semividas de emision del estado
excitado °Do del Eu3+o Tb3+, medidas en H,0 y D0, con el nlimero de aguas coordinadas al metal.
Los osciladores O-H de las moléculas de agua coordinadas comparados con los de O-D son mas

eficaces desactivando el estado excitado del ion lantdnido y las semividas en D0 son mayores.

Antes de proceder a la medida de las semividas de emision, se deben registrar los
espectros de excitacion y emision de una disolucién acuosa del complejo ICJ1911-01 (5x10-5 M)

en H20 a pH 7,0 utilizando un tampén TRIS a una concentracién de 0,1 M.

Las semividas del estado excitado 5Dy del Eu3* se miden basandose en la técnica de

recuento de fotones. Se realiza un ajuste a una expresién exponencial descrita en la ecuacion 16:
C(t) = A. e(_t/f) ( 16 )

Donde C) es el nimero de fotones registrados a un tiempo t después del pulso de
excitacion, A es una constante, y 7 es la semivida de la luminiscencia. Este método se basa en la
medida del tiempo de llegada de un fotdn con respecto al pulso de radiacion utilizado para
excitar la muestra. Se utiliza una fuente de radiacién (ldmpara) pulsada, que permite obtener

medidas para un nimero elevado de fotones.

El niimero de aguas de coordinacidén puede estimarse cuantitativamente aplicando las

ecuaciones desarrolladas por Horrocks (116) o Parker (117) (Ec. 17 y 18):

qeu = 1,20 (ku,0) — k(p,0) — 0,25 (Horrocks) (17)
ey = 1,11 (k(HZO) - k(DZO) - 0,31 (Parkel‘) ( 18)
En estas expresiones q indica el nimero de moléculas de hidratacién del compuesto
estudiado y tanto k(H>0) como k(D.0) son las velocidades de desactivacion del estado excitado,
que estan relacionadas con las semividas de la siguiente manera (Ec. 19 y 20):

k(H,0) = (19)

7(H,0)

k(D,0) = (20)

7(D,0)
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Parametros relacionados con la seguridad

Los parametros relacionados con la seguridad del producto que se han estudiado son la
estabilidad metabdlica y la toxicidad. Los resultados se han obtenido mediante métodos in silico,
utilizando programas de ordenador como Toxtree® y TEST® (118) entre otros, y analisis in vitro
en el CIEMAT. Utilizando el programa de ordenador Toxtree® se han realizado estudios de Test
de Ames y biodegradabilidad. Con respecto al programa TEST®, se han realizado estudios de

mutagenicidad, dosis letal media (LDso) y solubilidad.
Citotoxicidad

Para evaluar la toxicidad de los compuestos sintetizados en el presente estudio y poder
compararlos con otros productos como el acido acetrizoico y el gadobutrol, se ha realizado un
estudio in vitro en el que se determina la concentracidn inhibitoria (ICso) en cultivos celulares

de fibroblastos V79, como alternativa a la experimentacion con animales.

El método utilizado estudia la viabilidad celular (actividad metabélica) por reduccién del
compuesto MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)) (Fig. 97), que es
un compuesto perteneciente a la familia de sales de tetrazolio, que presenta una alta solubilidad

en agua y tiene un color amarillo.

X

N—N

+ N\
Ny
O

Br -

Figura 97: Estructura del compuesto MTT

Al reducirse, el MTT se convierte en un compuesto de la familia formazanos, de color
violeta 0 marréon e insoluble en agua ((E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazano)

(Fig. 98).

\g\N
\2\ N NAD(P)H  NAD(P) U
Nt N—N

N-N - H
ks -0

Figura 98: Reaccion de degradacion del compuesto MTT
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La actividad metabdlica de las células incluye la de las deshidrogenasas, ya que se puede
considerar que la accion critica que se estudia se debe principalmente a las deshidrogenasas
mitocondriales, mas especificamente la succinato deshidrogenasa; aunque también pueden
intervenir reductasas citosdlicas o de otros compartimentos subcelulares. Las responsabes de la

transformacion de MTT en su formazano son las coencimas NADH y NADPH.

Cuando la formacién de este formazano se reduce o no se forma, quiere decir que la
capacidad enzimatica de las células va disminuyendo o que es nula y las disoluciones se
caracterizan por tener un color degradado desde violeta-marron oscuro hasta tener un color
amarillo, caracteristico por la ausencia de la capacidad metabdlica y la correspondiente muerte
celular. De esta manera, en este método se determina la funcionabilidad mitocondrial de las
células tratadas, pudiendo ser utilizado para medir supervivencia y proliferacién celular. La
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad del compuesto formazano que se forma

en cada disolucion.

Este fendmeno se puede observar en la siguiente figura (Fig. 99), que es una fotografia
tomada directamente del ensayo, en la que se puede observar que al cabo del tiempo, las
disoluciones con concentraciones superiores del medio de contraste estudiado, presentan un
color amarillo (ausencia de actividad enzimdtica), mientras que en las disoluciones con
sucesivas diluciones del mismo, aumenta progresivamente la tonalidad hacia ese violeta o

marrén que indica capacidad enzimatica de las células.

" = D 2R Mayor concentracion del
\ - producto estudiado
” N 7 2 e o
\ A (Reduccidn actividad enzimatica)

A

Menor concentracién del
producto estudiado
(Aumento actividad enzimatica)

Figura 99: Imagen real de la determinacion de citotoxicidad por reduccién de MTT
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Este estudio se realiza en células V79 (células de pulmén de hamster chino) de Sigma
Aldrich (linea celular proveniente de la “ECACC”, European Collection of Authenticated Cell

Cultures)

Estas células utilizadas son inmortales, tienen un ciclo celular corto y mutan facilmente
dando lugar a otras lineas estables, aunque deficientes en enzimas de reparacion del ADN,

permitiendo estudiar funciones relacionadas con la respuesta al dafio del ADN.

El procedimiento utilizado para determinar la citotoxicidad por separado en cada uno de

los productos estudiados se realiza por triplicado y es el siguiente:

En placas de 96 pocillos, se siembran entre 20000 y 25000 células V79 en 140 pL del
medio de cultivo utilizado (enriquecido con penicilina, estreptomicina y 10% de suero fetal
bovino FBS) en cada pocillo (hay uno para cada disoluciéon que se va a estudiar) y se incuban

durante 24 horas manteniendo unas condiciones de 37°C y 5% CO..

Después del periodo inicial de incubacién, se adicionan por triplicado en placas diferentes
50 pL de cada disolucién de un banco de diluciones del compuesto a estudiar y de esta manera

se estudian por triplicado los siguientes rangos para cada compuesto (Tabla 23):

Tabla 23: Concentraciones estudiadas en citotoxicidad.

Rango estudiado

Compuesto Disolucion madre utilizada
(mg/mL)
1CJ1805-01 286 mg/mL 0,070-71,5
ICJ1901-01 300 mg/mL 0,073-75
Gadobutrol 600 mg/mL 0,148-151,25
Acido acetrizoico 555 mg/mL 0,072-37

Se incuban las placas en la estufa de cultivo durante 24 horas manteniendo unas

condiciones de 37°C y 5% CO..

Se retira todo el medio de cultivo de los pocillos sin levantar las células y se lavan con una

solucién salina tamponada con fosfato (PBS) para eliminar posibles restos.

Se afiaden 100 pL a cada pocillo del compuesto 1 del kit de MTT, que al dejarlo incubar
durante cuatro horas manteniendo unas condiciones de 37°Cy 5% CO,, comienza a generar unos

cristales debidos a los formazanos formados.
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Se afiaden 100 pL del segundo compuesto del kit de MTT (PBS), que actiia como
disolvente, y se deja toda la noche en incubacién manteniendo unas condiciones de 37°C y

5% COa.

Al dia siguiente, se determina la actividad metabélica utilizando un espectrofotémetro que
permite medir la cantidad de células vivas y muertas que hay en cada pocillo. Se mide la
absorbancia de cada pocillo a las longitudes de onda de 570 y 690 nm y, calculando la diferencia
entre ambas absorbancias, se expresa este resultado como el porcentaje de la viabilidad celular

tomando como el 100 % el valor de los pocillos con células no tratadas.

Se ajusta la viabilidad celular expresada en % en funcion del logaritmo de la concentracion
del compuesto estudiado, mediante regresion no lineal utilizando la siguiente curva sigmoide
(Ec. 21):

(Superior — Inferior)
1+ 10[(logICSO—X)-pendiente]

Y = Inferior + (21)

Donde Y representa el porcentaje de viabilidad celular, X el logaritmo de la concentracién
de los compuestos utilizada y el valor de ICso se expresa como el valor medio y su intervalo de

confianza al 95%.
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Ensayo de calibrador (Phantom)

Para estudiar la relacién de la sefial obtenida con diferentes concentraciones de los
compuestos 1CJ]1901-01 e 1CJ1911-01 en iRM, se realiza este estudio en iRM empleando un
equipo de resonancia magnética para animales Bruker Biospec 70/30 de 7 T en el Hospital
Nacional de Parapléjicos de Toledo (Fig. 100). Se estudian concentraciones de los compuestos
en muestras acuosas correspondientes a 0, 1, 3, 10, 25 y 50 mM. Estas disoluciones se utilizan

para evaluar el contraste midiendo en T1 y en To.

J B

Figura 100: Equipo de iRM utilizado en el Hospital de Parapléjicos de Toledo.

De la misma manera, este estudio se realiza en un equipo de PET/TAC SuperArgus
(2 camas, 45 kv, 150 pA, 8 disparos) (Fig. 101) para los compuestos 1C]1805-01, ICJ1901-01 e
ICJ1911-01, ya que debido a la presencia de una estructura triyodada y otros elementos que son
capaces de absorber los rayos X como son el gadolinio, galio y europio puede haber una buena
respuesta en dicha técnica. Este ensayo de calibrador se realiza en las instalaciones del CIEMAT.
En cada pocillo se afladen 250 pL de diferentes disoluciones con concentraciones de 0,08, 0,30,
1,18, 4,70, 18,8, 75 y 300 mM para cada compuesto.
SuperArgus

Figura 101: Equipo de PET/TAC utilizado en las instalaciones del CIEMAT.
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Marcaje radiactivo

Es un estudio fundamental para evaluar el posible uso de estos compuestos como medios
de contraste en medicina nuclear, tanto en PET como en SPECT, ya sea teniendo como metal

galio 67 o 68, respectivamente.

En este caso, se ha optimizado el método realizando una serie de pruebas de marcaje en
las que se emplea el radionucleido emisor de positrones ¢8Ga, T1/2 de 67,845 minutos (119
obtenido del generador ¢8Ge/68Ga disefiado en el CIEMAT (Fig. 102y 103) (120), Se utiliza un HPLC
Jasco con detector de DAD y de radiactividad Berthold LB503 para hacer el seguimiento del

marcaje y comprobar la pureza radioquimica del compuesto marcado.

Para eluir el galio radiactivo del generador que se introducira en la molécula, se utilizan 7

mL de acido clorhidrico 1M, eluyendo el galio-68 en forma de cloruro de galio.

El proceso de marcaje optimizado se describe de la siguiente manera:

Se utilizan 7 mL de acido clorhidrico 1 M para eluir el galio-68 del generador llegando a

tener unos 30 mdCi.

Figura 102: Camara protectora del generador. Figura 103: Generador ¢8Ge/®8Ga.

Posteriormente, se toman 0,45 mL del acido clorhidrico 1M eluido del generador, que
corresponden al pico de mayor actividad, y se afladen en un tubo junto con 0,55 mL de acido

clorhidrico 1M.

A continuacion, se neutraliza el pH de la disolucion por adiciéon de 1 mL de HEPES con una
concentracion de 200 g/Ly se afiaden al tubo de reaccién 0,5 mL de una disolucién del producto
sin marcar ICJ1707-01 a una concentracién de 2 mg/L, teniendo en el medio de reaccién 1 nmol

de producto sin marcar.
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Antes de llevar a cabo la reaccion, se mide la radiactividad inicial de la mezcla de reaccion,

obteniendo un valor de 6,0 mCi.

Para comenzar con la reaccién de marcaje, se introduce el tubo en un reactor de

microondas durante 25 minutos a 90°C (Fig. 104).

Figura 104: Reactor de microondas.

Una vez finalizada la reaccién, se deja enfriar la disolucion hasta temperatura ambiente
pasando una corriente de nitrégeno y se mide la radiactividad residual del ambiente y la
actividad final conseguida en la disolucion en dicha reaccion (Fig. 105), obteniéndose unos

valores de 0,8 pCi y 3,15 mCi, respectivamente.

Figura 105: Medidor de radiactividad.

Para verificar que la reaccion ha sido exitosa, se analiza la pureza radiactiva que tiene la
disolucion, considerando como proceso aceptable aquel en el que se consigue una pureza mayor

del 95%.

Una vez confirmado el resultado positivo por HPLC, se ajusta el pH a 7 con NaOH 1M y esta
disoluciéon ya se puede administrar a un animal. Cada 100 pL tienen del orden de 130 pCi de

actividad radiactiva.
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Después de estudiar las caracteristicas fundamentales de los medios de contraste
sintetizados durante la Tesis Doctoral, se realiza una caracterizacion biolégica tanto en iRM

como en PET y PET/TAC.

Imagen in vivo en iRM

El protocolo, que fue aprobado por el Comité de Etica de Experimentacién Animal del
Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo, consiste en la administracion del medio de
contraste 1CJ1901-01 a una concentraciéon de 0,03 M (0,1 mmol/Kg) en cinco ratones macho
adultos por la vena de la cola, con el objetivo de estudiar la biodistribucién a lo largo del tiempo.
Para estos experimentos se utiliza un equipo de resonancia magnética para animales Bruker

Biospec 70/30 de 7 T.

La eleccidn de raton en lugar de rata se debe a que los ratones tienen vesicula biliar y, de
esta manera, podria existir la posibilidad de observar la eliminacién del medio de contraste por

esta via.

El procedimiento de medida consiste en analizar la evolucién del medio de contraste en el
interior de los animales, aplicando una secuencia eco de gradiente (tiempo total de la secuencia:
8 segundos; Tr: 78,3, Tr: 1,5 ms y como Fa: 90°). Una vez adquirida la imagen basal, se inyecta el
agente de contraste. Las imagenes post-contraste se adquieren con la misma secuencia, pero
programando la secuencia con un nimero de 200 repeticiones (24 minutos de tiempo total de
analisis). A su vez, esta secuencia es repetida tres veces para estudiar la distribucién y

eliminacion del medio de contraste durante 70 minutos.

El seguimiento de la evolucidn de la escala de gris en diferentes partes del cuerpo de los
ratones permite la posibilidad de realizar un estudio de la distribucién y eliminacién del medio

de contraste evaluado.
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Imagen in vivo en PET /TAC

La experimentaciéon con animales realizada se basa en el estudio de distribucién y
eliminaciéon en diferentes 6rganos en funciéon de la concentracién administrada en varios
ratones (Athimyc Nude macho en ayunas). Para la realizacidn de estas pruebas in vivo, se evalian
las imagenes de un estudio dindmico (ventana 250-700 keV) en un escaner SuperArgus durante

20 minutos tras la administracion.

Las imagenes se reconstruyen con el programa del equipo (2 iteraciones, con correccién
random y scatter) en 4 periodos consecutivos de 5 minutos cada una. Con el fin de registrar las
imagenes PET con su correspondiente TAC, a los animales también se les hace un TAC (1 cama,

45 kv, 150 pA, 8 disparos) al finalizar la adquisicion PET.

En las imagenes de PET se utilizan regiones de interés (ROIs, del inglés Regions of Interest)
centradas en el corazon, higado, rifiones y vejiga, las cuales fueron utilizadas para calcular la
captacién usando el valor de absorcion estandarizado (SUV, del inglés Standarised Uptake Value)

de las imagenes PET co-registradas (Ec. 22):

Concentracién de actividad (H—Cé) -masa corporal (g)
SUV = cm (22)
Actividad inyectada (nCi)

El protocolo, que fue aprobado por el Comité de Etica de Experimentacién Animal, consiste
en la realizacion de una serie de experimentos que estudian la relacién de la sefial obtenida en

PET con la concentracion del medio de contraste administrado:

- Estudio dindmico tras la administracion del producto radiactivo 1CJ1805-01 marcado con

galio-68. La masa de sustancia inyectada es practicamente despreciable, del orden de ng.

- Estudio dindmico tras la administracidon de una mezcla del producto radiactivo 1C]J1805-01
marcado con galio-68 con una concentracion del producto “frio” ICJ1805-01 de 0,3 M (dosis

equivalente a la utilizada en exploraciones radioldgicas, 1 mmol/Kg).

- Estudio dindmico tras la administracién de una mezcla del producto radiactivo 1CJ1805-01
marcado con galio-68 con una concentracion del producto “frio” ICJ1805-01 de 0,03 M (dosis

equivalente a la utilizada en exploraciones de resonancia, 0,1 mmol/Kg).
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Utilizando los resultados obtenidos en los experimentos in vivo, se va a realizar un estudio

farmacocinético en el que se evaluaran diferentes parametros.

Para poder entender el comportamiento de los medios de contraste en el organismo, es
importante comenzar a entender qué es la farmacocinética y qué estudia; para ello, en este
apartado se incluye una breve explicacién de algunos conceptos basicos de farmacocinéticay de

su aplicacion a lo largo del presente trabajo (121),

Se puede definir la farmacocinética como la rama de la farmacologia que estudia los
procesos cinéticos de los farmacos desde que son administrados hasta su total eliminacién del
organismo. Sus principales aplicaciones estan relacionadas con la elaboracién de nuevos
farmacos y la optimizacion de tratamientos farmacoldgicos, asi como con la detecciéon de
respuestas andmalas, el andlisis retrospectivo de errores terapéuticos o tratamientos
inadecuados. Es muy utilizada, ademas, para la detecciéon de interacciones y problemas de
biodisponibilidad. La realizaciéon de un buen estudio farmacocinético permite la optimizacién
del efecto terapéutico reduciendo al minimo los efectos adversos que pueden aparecer tras la

administracion del farmaco.

La base de la farmacocinética es la relacién entre la dosis administrada y la concentracién
del farmaco libre en la zona de accién, asi como la evolucion temporal de la concentracion de
dicho fairmaco en el cuerpo humano. Los procesos que se estudian se abrevian como ADMET

(absorcidn, distribucién, metabolismo, excrecion y toxicidad).

Existen dos parametros fundamentales que se pueden describir en funcién de la
interaccion del farmaco con los procesos fisiol6gicos basicos. El primero es el aclaramiento (Cl),
que describe la eficacia de eliminacion irreversible de un farmaco en el organismo; y el segundo
es el volumen aparente de distribucién (V), que describe la relacién entre la concentracion del
farmaco en la sangre y el firmaco presente en los tejidos del organismo. Un tercer parametro,
que se determina a partir de los dos parametros anteriores, es la semivida (ti,2), que se

representa como el inverso de la constante de la velocidad de eliminacién.

Con respecto al aclaramiento, se considera eliminacion irreversible a la eliminacion del
farmaco por cualquier medio, ya sea a través de la orina, intestino, aire espirado, sudor, etc.,
pudiendo metabolizarse en el higado o en otros érganos en menor medida. También se puede
definir como el volumen de sangre (o plasma) que es limpiado de farmaco por unidad de tiempo,
y por eso sus unidades son volumen/tiempo. El indice de extraccion (E) es un término que
relaciona la concentraciéon del farmaco que entra en un 6rgano y la concentracion de este que
sale de él, indicando que cantidad de este se elimina en un solo paso en dicho érgano; se

representa con la ecuacion 23 y el mas comun es el indice de extraccién hepatico (En).
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Concentracion de salida (23)

Ey,=1-
H Concentracion de entrada

Entendiendo esto, se puede apreciar una dependencia del aclaramiento con el flujo

sanguineo que llega a un 6rgano (Q) y con la eficacia de extraccion irreversible en el 6rgano (E).

También se puede expresar el aclaramiento con la ecuaciéon 24, relacionando la

concentracion del fArmaco en la sangre (C) con la velocidad de eliminacién de este.
velocidad de eliminacién (mg/h) =Cl (L/h) C (mg/L) (24)

Es posible determinar la velocidad de administracién (DR) de un fArmaco necesaria para
alcanzar la concentracion plasmatica en estado estacionario (Css, situacion en la que la velocidad

de administracién es igual a la velocidad de eliminacién) de la siguiente manera (Ec. 25):

R (M9/,) = ct(t/,) - € (/) (25)

El método clasico para determinar el aclaramiento se basa en la medida de la velocidad de
excrecion en la orina y la concentracion sanguinea al mismo tiempo; esta relacion se explica con
la siguiente ecuacion (Ec. 26), donde U es la concentracién del farmaco en la orina, V es el flujo

urinario y P es la concentracién plasmatica o sanguinea:
Cl=U-— (26)

Otra opcién es la toma de muestras de la sangre cada cierto tiempo, ya que midiendo la
concentracion del firmaco en cada muestra se puede calcular la cantidad del farmaco que accede
a la zona estudiada, pudiendo ser expresada como el drea bajo la curva de concentracion

respecto del tiempo (AUC) (Ec. 27) (Fig. 106):

dosis (mg)
AUC (mg . h/L)

CL(L/R) = (27)

Concentracion del farmaco (mg/L)

Area bajo la curva (AUC) (mg = h/L)

1 1 1 ]

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (horas)

Figura 106: Determinacién del aclaramiento.
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El segundo pardmetro fundamental como se comentd anteriormente es el volumen de
distribucién V. No es un volumen real, sino que es un parametro que relaciona la cantidad del
farmaco en el plasma o sangre (C) con la cantidad del fArmaco en el organismo (4) o bien la dosis
administrada con la concentracion plasmatica inicial (Co), segin la ecuacién 28:

_ A _ Dosis

14
c G

(28)

El volumen de distribuciéon determina el tipo de unién del fArmaco a los componentes
tisulares con respecto a la unién con proteinas plasmaticas; de esta manera, si el firmaco se une
en gran medida a los tejidos, habra una mayor concentracién del fArmaco en dichos tejidos y una
concentracion menor en la sangre. En caso contrario, si el farmaco presenta una unién

importante a las proteinas plasmaticas, la mayor concentracién del farmaco estara en la sangre.

Para determinar la concentracién plasmatica inicial del fArmaco (Co) se toman muestras
cada cierto tiempo y, con una representacion grafica del logaritmo de la concentracion del
farmaco (eje y) en funcién del tiempo (eje x), se obtiene una linea recta. Si se extrapola hacia el
ejey, se puede determinar este valor Cy (Fig. 107)

20 [

~extrapolacién para encontrar C;, = 10 mg/L

Concentracién del farmaco (mg/L)
=
T

L I | 1 t I ]

Tiempo (horas)

Figura 107: Determinacién de Co.

En el momento en el que los fairmacos son administrados existen varias opciones, ya que
estos pueden llegar directamente al torrente sanguineo o ser absorbidos antes de llegar a la
sangre. Considerando que no exista ningln tipo de absorcién, el volumen de distribucién
coincide con el volumen sanguineo y las concentraciones del fairmaco en la sangre son elevadas.
Posteriormente, el farmaco se distribuye a diversos tejidos en funciéon de la perfusion del tejido
y de la facilidad que tenga el farmaco para atravesar las barreras (entre las que estdn las
membranas celulares). Algunos tejidos estan muy perfundidos, como el cerebro, y algunos
farmacos como el diazepam y el tiopental se distribuyen rapido desde la sangre hasta alli; en
cambio, ocurre lo contrario en el muasculo esquelético y la grasa, habiendo en estos casos una

distribucién mas lenta.
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El tercero de los parametros farmacocinéticos mencionados anteriormente es la semivida
ti/2, que es el tiempo que transcurre hasta que la cantidad del farmaco en el organismo se reduce
ala mitad. En el cuerpo humano, la eliminacién suele ocurrir de manera exponencial, por lo que,
al representar el logaritmo de la concentracién frente al tiempo, se obtiene una linea recta; a
este fenémeno se le conoce como “eliminaciéon de primer orden” (Fig. 108). La ecuacién

exponencial se explica de la siguiente manera (Ec. 29):

C,=Cy-ek (29)

Donde C: es la concentraciéon del fairmaco en un instante t, Cy es la concentracion inicial del

farmaco y k es la constante de la velocidad de eliminacién (sus unidades son tiempo-1).

10.06

>

Concentracién del farmaco (mg/L)
o
o

w
=)

Tiempo (horas)

Concentracién del farmaco (mg/L)

1 i 1 i

|
0 2 4 & 8 10 12
Tiempo (horas)

Figura 108: Eliminacién de primer orden con una semivida de 4 horas. Escala lineal (A) y escala semilogaritmica (B).

La expresion que relaciona la semivida con el volumen de distribucién y el aclaramiento

se expresa con la siguiente ecuacion (Ec. 30):

In(2)-V

Si se relacionan las ecuaciones anteriores, se puede observar la relacion de la constante

de la velocidad de eliminacion con el aclaramiento y el volumen de distribucién (Ec. 31).

k=— (31)
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Cuanto mayor es el volumen de distribucién, mayor es la cantidad del fArmaco que se
encuentra en los tejidos, en comparacidn con la concentracidn existente en la sangre. Si el
volumen de distribucién es elevado, los mecanismos de eliminacién ocurren para una cantidad
que no es la totalidad del firmaco; pero en cambio, si el volumen de distribucion es pequeiio, la
mayoria del producto esta en la sangre y los procesos de eliminacién afectan casi integramente

a la concentracion total de este.

En cuanto a la eliminacién de los farmacos, las vias principales son la excrecién por los
riflones sin ninguna modificacién, la eliminacién por la via hepatica, aunque también existen

otras opciones de eliminacién como la biotransformacién o la excrecién en el aire espirado.

Centrandonos en la via hepatica, los farmacos llegan desde la vena porta al higado, donde
hay dos posibles caminos: uno consiste en la metabolizacion de los fAirmacos por medio de
enzimas (indice de extraccidn hepatico, Ey), excretando el farmaco por las vias biliares; y el otro
consiste en la vuelta a la circulacién sistémica de los farmacos (1-Ex), lo que se conoce como

extraccidn presistémica o efecto de primer paso.

Los parametros que estan relacionados con el efecto de primer paso son la absorcion, el
aclaramiento de primer paso, la biodisponibilidad y la bioequivalencia. La absorcién (“f;") se
define como la proporcién del firmaco que se queda atrapado en la zona intestinal llegando a la
circulaciéon portal. El aclaramiento de primer paso (metabolismo de primer paso o extracciéon de

«

primer paso, “fu”) corresponde a la eliminacion del farmaco por el higado en el primer paso
desde la circulaciéon portal hasta la circulaciéon sistémica; esta secrecion biliar suele implicar
procesos activos y, por consiguiente, la eliminacién por esta via puede seguir una cinética de
orden uno, a no ser que exista un proceso de saturacion, que da lugar a cinéticas no lineales (o
de orden cero). La biodisponibilidad (F) se define como la proporcién de la dosis en forma de
farmaco inalterado (no metabolizado) que llega a la circulacién sistémica. Se puede calcular

utilizando la ecuacion 32:

F=f, fu (32)
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En la figura 109, la biodisponibilidad calculada segin la ecuacién 32 corresponderia a

0,8x0,25= 0.2 (20%).

Dosis de 100 mg

Circulacién
sistémica

P20 mg

Intestino
delgado
f,= 0.8

No absorbidos
20 mg

Figura 109: Efecto del primer paso.

Para evitar este efecto de primer paso y asi garantizar que el 100% del farmaco llegue a la
circulacion sistémica, se puede utilizar una administracién por via sublingual, ya que el drenaje
venoso de laboca se conecta directamente con la circulacion sistémica evitando el paso hepatico.
También existe la alternativa de la administracion por via transdérmica. Otra opcién es por la
via rectal, ya que aproximadamente la tercera parte de esta corresponde a una circulaciéon
sistémica en vez de portal; aunque existe el inconveniente de que la absorcién en el recto suele
ser irregular e incompleta. La dltima alternativa para evitar el efecto de primer paso es el uso de

la administracién por inhalacién.

Volviendo al estudio de las dos principales vias de eliminacion de los farmacos, 1a manera
mas sencilla de calcular el porcentaje del fairmaco que se elimina por cada una es tomar muestras
de orina del paciente durante un tiempo determinado tras la administracion del producto. Asi,
se puede cuantificar la proporcion del farmaco excretado sin modificarse y, posteriormente, se
calcula la proporcién del firmaco vinculada a cada via de administracion; lo que se conoce como

fraccion excretada inalterada (fe).
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En la eliminacién de los farmacos por via renal existen tres procesos: filtracion, secrecién
y reabsorcién. La figura 110 sirve para entender graficamente el proceso que sufren los

farmacos cuando se eliminan por via renal.

glomérulo tibulo asa tubulo tbulos
proximal  de Henle distal colectores

- - L—
&éﬁ* ix

Pru—.

=/

filtracién +  secrecion

reabsorcion

Figura 110: Eliminacién renal.

En este caso, los firmacos pasan de la sangre a la orina a través de una filtracién inicial en
el glomérulo; que consiste en la separacion de las moléculas libres disueltas en el agua
plasmatica de otras moléculas que se unen a proteinas plasmaticas y quedan retenidas. El flujo
de esta filtracion se conoce como tasa de filtracion glomerular (GFR) y suele tener un valor de
120 mL/min. Asi, la expresion del aclaramiento se expresa de la siguiente manera, donde fu es

la fraccidn del farmaco que estd libre en el plasma (Ec. 33):
Clgr = fu-GFR (33)

Una vez filtrada la sangre, el aclaramiento de los farmacos contintia a través de una
secrecion tubular activa (Cls). En ella, se transportan las moléculas desde la sangre hasta el
tubulo renal en una situacién similar al indice de extracciéon hepatico comentado anteriormente,
ya que los mecanismos de secrecion son tan activos que, incluso algunos fairmacos que se unen
a proteinas plasmaticas se pueden liberar en un solo paso por el rifién. De manera analoga a la
filtracién glomerular, el componente de aclaramiento de este proceso se explica segun la

ecuacion 34:

Aclaramiento por secrecion = fu - Clg (34)
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Cuando los farmacos atraviesan el tdbulo renal, una parte del plasma filtrado es
reabsorbida por el organismo y vuelve a la sangre, lo que provoca que sélo una fraccién de los
farmacos pasen a formar parte de la orina. Entre los factores que afectan a que la reabsorcion
sea menor o mayor se encuentran la velocidad de flujo urinario, ya que cuanto mayor es el flujo,
mayor es la eliminacién y menor es la reabsorcion de los farmacos; y la capacidad del farmaco
para atravesar las membranas de las células tubulares, ya que Unicamente atraviesan estas
membranas los compuestos no ionizados, por lo que en funcién del pH de la orina y el pK, del

farmaco puede haber una mayor o menor predisposicién a la reabsorcién.

Por consiguiente, se puede expresar de manera general el aclaramiento renal de la

siguiente manera (Ec. 35):
aclaramiento renal = filtracion + secrecion — reabsorciéon (35)

De una forma mas especifica, se pueden unificar los términos anteriores en la siguiente

expresion (Ec. 36):
Clg = fu-(GFR+Cl5)- (1 —-FR) (36)
Donde FR es la fraccion del fArmaco que no se reabsorbe en el tibulo renal.

Hasta ahora, se ha considerado un caso ideal en el que los procesos de eliminacion tienen
un comportamiento lineal en funcién de las concentraciones de los fArmacos en el tiempo, pero
en muchas ocasiones el comportamiento farmacocinético no es lineal. Esto puede ocurrir por
una saturacion del metabolismo de los farmacos o por la interacciéon de fenémenos que provocan

una modificacién en la respuesta lineal de los procesos.

Las reacciones enzimaticas que intervienen en la eliminacién de los firmacos se describen
segn la ecuacion de Michaelis-Menten (Ec. 37) (Fig. 111), donde v es la velocidad de la reaccion,
S es la concentracion de sustrato (equivalente a la concentraciéon del fairmaco), Vi es la
velocidad maxima para concentraciones muy altas de sustrato y K, es la concentracion del

sustrato a la mitad de Vi

Vinax * S
v=—""— (37)
Km+S

140



IIl. MATERIALES Y METODOS

Metodologia

100 - —mmmmm e m e mmmmme e ——————mmmmmmm e m

o ~
S )

~
]

Velocidad maxima de reaccién (V)

[ I 1 1 ! ]
0 10 20 30 40 50

Figura 111: Comportamiento enzimatico.

Teniendo en cuenta este comportamiento, el aclaramiento depende de la velocidad de
eliminacién y de la concentracion del farmaco (C). De esta manera, se establecen las siguientes

ecuaciones (Ec. 38y 39):

velocidad de eliminacion = Cl-C (38)
v Vmax
Cl=—=—"T"=" 39
C Knp+C (39)

En la ecuacidn anterior, el término C suele ser despreciable en el intervalo terapéutico en
comparacioén con Ky, lo que marcaria la independencia entre el aclaramiento y la concentracion
del farmaco administrado. Pero existen casos en los que la concentraciéon administrada del
farmaco es similar o mayor que K, lo que favorece la disminucién del aclaramiento con el
aumento de la concentracién del fArmaco, permaneciendo este mas tiempo en el interior del

cuerpo humano.

Cuando la cantidad del fAirmaco eliminado es constante en el tiempo, la eliminacion se
ajusta a una cinética de orden cero en vez de a la cinética habitual de orden uno (existe una
proporcién constante del firmaco eliminado en una unidad de tiempo). Esta cinética de orden
cero ocurre generalmente por una saturacion del metabolismo de los fArmacos y puede llegar a
producir la aparicion de efectos adversos de multiples magnitudes que pueden ser muy
perjudiciales para la salud. Esto demuestra la relevancia de este estudio a la hora de controlar la

dosis administrada a un paciente.

Una elevada concentracién del farmaco administrado puede llegar a provocar una
saturacion en el metabolismo de primer paso también, en el que se satura la capacidad de

funcionamiento de las enzimas metabolizadoras con la consiguiente reduccion del aclaramiento.

En la excrecién renal, la filtracion glomerular y la reabsorcién tubular son procesos
pasivos no saturables, pero la secrecion implica la unién a un mecanismo de trasporte activo y
posibilita su saturacién en funcién de la concentraciéon del farmaco que se administra. Otro
posible caso de saturacién por un exceso de concentracién de fArmaco administrado ocurre en

la unién a proteinas plasmaticas.
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Una vez definidos los pardmetros farmacocinéticos mas importantes, nos vamos a centrar
en la caracterizacion farmacocinética, entendiendo un organismo como un sistema de

compartimentos (122),

El modelo monocompartimental es el mas sencillo de todos y en él se considera el
organismo como un unico compartimento homogéneo. No quiere decir que la concentracion del
farmaco sea la misma en todos los tejidos, pero si que cualquier cambio que ocurra en el plasma
refleja exactamente los cambios que han ocurrido a nivel tisular. En este caso, la eliminacién del
farmaco siempre sigue una cinética de primer orden, siendo la velocidad de eliminacién
proporcional a la concentraciéon del medicamento y el tiempo. Entre los procesos de eliminacién
que siguen este comportamiento se encuentra la filtraciéon glomerular en el rifién y la difusion
pasiva en la bilis. En estos casos, la constante de velocidad de eliminacién suele ser la suma de

las constantes de velocidad de los procesos individuales.

Para calcular los pardmetros farmacocinéticos mas importantes en un modelo

monocompartimental se utilizan las ecuaciones comentadas anteriormente.

Los modelos compartimentales se basan en el supuesto de que todos los procesos de
transferencia de farmacos (entradas y salidas del farmaco al interior del organismo y

transferencia entre los compartimentos) son lineales o pseudolineales.

En el modelo bicompartimental se explica que la mayoria de los medicamentos que llegan
a la circulacién sistémica necesiten un tiempo inicial para distribuirse por completo en todo el
espacio corporal. Por esta razén, en los modelos bicompartimentales se diferencian dos fases,
una relativa a la disposicién rapida en la que las concentraciones en el plasma disminuyen
rapidamente; y otra fase de disposicion lenta en la que predominan los procesos de eliminacion
sobre la distribucién de los farmacos. Hay ocasiones en las que no se aprecia este

comportamiento, pero suele ser debido a que no se toman suficientes muestras para analizar.

El compartimento central en este sistema esta formado normalmente por la sangre, tejidos
de o6rganos y otros tejidos bien perfundidos. Como la distribuciéon de los farmacos esta
relacionada con el flujo sanguineo, los tejidos y 6rganos muy bien perfundidos, como el higado
y el rifién, tienen que conseguir una rapida distribucion en la sangre. Por esta razén, en un
modelo con una farmacocinética bicompartimental es caracteristica una disposicion
biexponencial (Fig. 112), en la que después de una administracion intravenosa, existe una
primera etapa de disposicién en la que la concentracién de los fArmacos disminuye a mayor

velocidad que en la etapa posterior. La distribucion se expresa segun la ecuacion 40:

C,=A-e“ +B-eht (40)
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Donde Ay B son las ordenadas a tiempo cero para cada uno de los segmentos y cuya suma

es la concentracion plasmatica inicial del farmaco (Co). @ y  son las constantes de velocidad

relativas a cada segmento.

TUUU

g

Concentration (mg/L)

-
=
T

\

\ Fase distributiva: distribucién y eliminacién simultaneas

—— Fase post-distributiva’ eliminacié

——

Time (hr)

Figura 112: Modelo bicompartimental.

En la opcién contraria se conoce como compartimento periférico al conjunto de los tejidos

que son poco perfundidos, ademas, se caracterizan por ser mas inaccesibles al flujo sanguineo,

como musculos, tejidos magros o la grasa. En este caso se puede observar una primera fase que

consiste en un aumento de la concentracién del fArmaco hasta alcanzar un maximo, seguida de

una segunda fase en la que comienza a disminuir la concentraciéon a medida que avanza la

distribucidn en los tejidos con su correspondiente eliminacion (Fig. 113).
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Figura 113: Representacién grafica de un modelo farmacocinético bicompartimental.

En esta figura Kio corresponde a la constante de velocidad de eliminaciéon desde el

compartimento central y tanto K;;,, como K>; son constantes de distribucién entre los

compartimentos.
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El cerebro estd completamente separado de la sangre por una barrera lipidica (barrera
hematoencefalica), pero dependiendo de los farmacos utilizados se puede considerar como
parte del compartimento central o del periférico. Para medicamentos liposolubles, el cerebro se
puede incluir en el compartimento central; pero si se utilizan medicamentos polares, el cerebro

se debe incluir en el compartimento periférico.

En un momento, se consigue un equilibrio de pseudodistribucion entre el compartimento
central y los tejidos poco perfundidos y, a partir de ahi, la eliminacién del medicamento en el

plasma se describe como una curva monoexponencial.

La representacion grafica mas utilizada para el modelo bicompartimental se basa en la
eliminaciéon de los farmacos por el compartimento central. Se supone que el higado y los rifiones
tienen una buena perfusion sanguinea, por lo que se pueden considerar como una parte del

compartimento central.

Realizando un desarrollo matematico con los términos farmacocinéticos que se pueden
encontrar en cualquier libro de farmacocinética se puede llegar a las siguientes conclusiones

(Ec. 41-45):

@+ B =kyy+ kyy + kg (41)
af = kyikyio (42)
=%%£%$fw %%%%?fm (43)
kw:%% (45)

Donde X. es la cantidad del farmaco en el compartimento central, Xy, es la dosis
intravenosa, V. es el volumen aparente del compartimento central, el cociente de X./V. es la

concentracion del farmaco en el compartimento central y Ay B son (Ec. 46 y 47):

_ Xo(a — k1)
" V@ P (46)
 Xo( = B)
ACED (47)
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Para determinar el volumen aparente del compartimento central (V.) se puede utilizar la
siguiente expresion (Ec. 48):

Xo

V = 48
A+ B (48)

Ademas, para calcular otros parametros farmacocinéticos como la semivida en cada uno

de los tramos se utilizan las siguientes expresiones (Ec. 49 y 50):

iy =) (49)
In (2
sy =g (50)
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Imagen in vivo en rayos X (TAC)

El procedimiento realizado, que fue aprobado por el Comité de Etica de Experimentacién
Animal, consiste en el analisis de imagenes en un escaner de rayos X (TAC) SuperArgus (1 cama,
45 kv, 150 pA, 8 disparos) 2-3 minutos después de la administraciéon de una disolucién del
producto ICJ1901-01 en una concentracién de 0,3 M (dosis equivalente a la utilizada en
exploraciones radiolégicas, 1 mmol/Kg) ajustada a pH 7 con NaOH 1M a un ratén (Athimyc

Nude) macho en ayunas.

Debido a la imposibilidad de realizar la inyeccién al animal con el medio de contraste
dentro del equipo, puesto que existe una fuente ionizante que tiene que estar aislada del
personal que realiza las exploraciones, el animal se introduce en el equipo para la captacion de
las imagenes después de la administracion. Este proceso de pérdida de la sefial puede suponer

un retraso de tres minutos desde que se realiza la inyeccion.

146



“Conseguir lo que quieres es tan dificil como no conseguir lo que quieres.
Porque entonces tienes que averiguar qué hacer con ello,

en lugar de averiguar qué hacer sin ello.”
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(El reino de la Posibilidad)
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Desarrollo analitico

Para obtener unos productos finales que se puedan administrar tanto en animales como
en personas, es necesario que estos cumplan ciertas especificaciones relacionadas sobre todo
con la pureza. Es por ello, que la quimica analitica tiene un papel importante en la presente Tesis
Doctoral, ya que permite llevar a cabo el seguimiento analitico del proceso sintético y asi
determinar el éxito de cada etapa en cuanto a los productos buscados. Ademas, a través de los
métodos analiticos es posible determinar el grado de pureza tanto de las materias primas como

de los productos intermedios y finales.

Para ello, se han desarrollado una serie de métodos cromatograficos con el fin de
conseguir una buena separacién analitica de los compuestos presentes en las mezclas de
reaccion y, de esta manera, poder determinar inequivocamente cada compuesto consiguiendo
una buena resolucion entre ellos. Por consiguiente, se puede determinar el grado de pureza de

los compuestos en cada una de las etapas de la sintesis.

Para el desarrollo de estos métodos se han utilizado tanto productos intermedios sin aislar
provenientes de las reacciones organicas, como productos aislados previamente caracterizados

tal como se describira en apartados posteriores en el presente capitulo.

De todos los métodos que se han desarrollado, se describen a continuacién los mas

destacados, indicando cuales son los productos que se pueden determinar con ellos:
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Método 1

Se ha utilizado en el seguimiento de la reaccion para las etapas de hidrogenacion (Etapa 1)
y yodacidén (Etapa 2), en las que intervienen los productos acido 3-nitrobenzoico e 1C]1704-01.

Las condiciones analiticas son las siguientes:

- Tiempo: 18 minutos

- Temperatura de la columna: 30°C

- Isocratico 55% Fase movil A/ 45% Fase movil B

- Columna: Luna 5pm C18(2) 1004, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 100% 1,7 g/L Tetrabutilamonio (CAS 32503-27-8) en agua
- Fase movil B: 100% Acetonitrilo (CAS 75-05-8)

- Flujo: 1,0 mL/min

- Deteccion: UV (254 nm)

En el siguiente cromatograma (Fig. 114) se muestran los resultados obtenidos con este
método, en el que el dcido 3-nitrobenzoico eluye a un tiempo de retencién de 5,32 min y el

compuesto ICJ]1704-01 a un tiempo de 10,34 min.
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Figura 114: Cromatograma a 254 nm obtenido con el método de andlisis 1.
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Método 2

Se ha utilizado en el seguimiento de reaccion para la etapa de acetilacién (Etapa 4), en la

que intervienen el cloruro de ICJ1704-01 y el producto ICJ1705-01. Las condiciones analiticas

son las siguientes:

- Tiempo: 25 minutos

- Temperatura de la columna: 30°C

- Gradiente:

Tabla 24: Gradiente para el método 2.

Tiempo (min) %A %B
0 55 45
9,50 55 45
15,00 0 100
22,00 55 45
25,00 55 45

- Columna: Luna 5pm C18(2) 1004, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 100% Agua
- Fase movil B: 100% Acetonitrilo
- Flujo: 1,0 mL/min

- Detecciéon: UV (254 nm)

En el siguiente cromatograma (Fig. 115) obtenido con el método 2 se observa que el

compuesto ICJ1705-01 eluye a un tiempo de retencién de 14,91 min mientras que el cloruro de

ICJ1704-01 lo hace a 19,35 min.
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Figura 115: Cromatograma a 254 nm obtenido con el método de analisis 2.
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Método 3

Se ha utilizado en el seguimiento de reaccion para las etapas de hidrogenacién (Etapa 1),

yodacion (Etapa 2), formacién del cloruro de acido (Etapas 3 y 5) y acetilacién (Etapa 4), en las

que intervienen el acido 3-nitrobenzoico, 1CJ1703-01, 1CJ1704-01, el cloruro de 1CJ1704-01,

ICJ1705-01 y el acido acetrizoico. Las condiciones analiticas son las siguientes:

- Tiempo: 33 minutos

- Temperatura de la columna: 30°C

- Gradiente:

Tabla 25: Gradiente para el método 3.

Tiempo (min) %A %B
0 55 45
9,50 55 45
20,00 0 100
23,00 45 45
33,00 45 45

- Columna: Luna 5um C18(2) 1004, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 100% 1,7 g/L Tetrabutilamonio en agua

- Fase movil B: 100% Acetonitrilo
- Flujo: 1,0 mL/min

- Detecciéon: UV (254 nm)

En la figura 116 se puede observar que el compuesto IC]1703-01 desdobla en dos picos de

tiempos de retencién 2,41 y 2,77 min. A 4,18 min eluye el 4cido acetrizoico, a 5,30 min el acido

3-nitrobenzoico, a 10,04 min el ICJ1704-01, a 15,14 min el IC]J1705-01 y a 22,25 min el cloruro

de ICJ1704-01.
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Figura 116: Cromatograma a 254 nm obtenido con el método de analisis 3.
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Método 4

Se ha utilizado en el seguimiento de reaccion para las etapas de formacién del cloruro de
acido (Etapa 5), adicién de la etilendiamina (Etapa 6) y adicién del cloruro de cloroacetilo
(Etapa 7), en las que intervienen los compuestos ICJ]1705-01, el 4cido acetrizoico, IC]J1706-01 e

ICJ1706-02. Las condiciones analiticas son las siguientes:
- Tiempo: 33 minutos
- Temperatura de la columna: 30°C

- Gradiente:

Tabla 26: Gradiente para el método 4.

Tiempo (min) %A %B
0 90 10

3,00 90 10
15,00 0 100
23,00 90 10
33,00 90 10

- Columna: Luna 5um C18(2) 1004, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 100% 1,7 g/L Tetrabutilamonio en agua
- Fase movil B: 100% Acetonitrilo

- Flujo: 1,0 mL/min

- Detecciéon: UV (254 nm)

En el cromatograma obtenido con este método (Fig. 117) se puede observar que a un
tiempo de retencion de 7,74 min eluye el compuesto 1CJ1706-01, a 11,19 min el compuesto

ICJ1706-02, a 11,76 min el acido acetrizoico y a 15,40 min el compuesto 1C]J1705-01.
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Figura 117: Cromatograma a 254 nm obtenido con el método de analisis 4.
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Método 5

Se ha utilizado en el seguimiento de reaccidn para la etapa de adicién de DO3A (Etapa 8),
en la que intervienen los productos I1CJ1706-02 e IC]J1707-01. Las condiciones analiticas son las

siguientes:

- Tiempo: 30 minutos

- Temperatura de la columna: 30°C.

- Isocréatico 82% Fase movil A/ 18% Fase movil B

- Columna: Luna 5pm C18(2) 1004, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 100% 1,7 g/L Tetrabutilamonio en agua
- Fase movil B: 100% Acetonitrilo

- Flujo: 1,0 mL/min

- Deteccion: UV (210 y 254 nm)

Con este método, el compuesto ICJ]1707-01 eluye a un tiempo de retencion de 3,57 min y
el compuesto ICJ]1706-02 eluye a un tiempo de 22,75 min (Fig. 118).
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Figura 118: Cromatograma a 254 nm obtenido con el método de andlisis 5.

157



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Desarrollo analitico

Método 6

Se ha utilizado en el seguimiento de reaccién para la purificacion del compuesto

ICJ1707-01. Las condiciones analiticas son las siguientes:
- Tiempo: 30 minutos

- Temperatura de la columna: 30°C

- Isocratico 90% Fase movil A/ 10% Fase movil B

- Columna: Luna 5um C18(2) 1004, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 100% 1,7 g/L Tetrabutilamonio en agua
- Fase movil B: 100% Acetonitrilo

- Flujo: 1,0 mL/min

- Detecciéon: UV (210 y 254 nm)

En el cromatograma obtenido con este método (Fig. 119) se observa la presencia del

compuesto ICJ1707-01 a un tiempo de retencion de 7,78 min.
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Figura 119: Cromatograma a 254 nm obtenido con el método de anilisis 6.
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Método 7

Se ha utilizado en el seguimiento de reaccidn para las etapas de purificacién de [C]J1707-01
y la adicién de los metales galio (Etapa 9a), gadolinio (Etapa 9b) y de europio (Etapa 9c), en las
que intervienen los productos ICJ1707-01, ICJ1805-01, ICJ1901-01 e I1CJ1911-01. Las

condiciones analiticas son las siguientes:

- Tiempo: 30 minutos

- Temperatura de la columna: 30°C

- Isocratico 100% Fase movil A

- Columna: Lichrosorb RP18-5 5um, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 90% (K:HPO4 5 mM CAS 7758-11-4 ajustado a pH 4,5) / 15% (octilamina 5 mM
CAS 111-86-4 en acetonitrilo)

- Flujo: 1,5 mL/min
- Detecciéon: UV (200 y 250 nm)

En el siguiente cromatograma se muestran los resultados obtenidos con este método
(Fig.120). A un tiempo de retencion de 5,10 min eluye el compuesto IC]J1805-01, a un tiempo de
retencién de 5,30 min el compuesto 1CJ1911-01, a un tiempo de retenciéon de 5,93 min el

compuesto IC]J1901-01 y a un tiempo de retencién de 13,76 min el compuesto 1CJ1707-01.
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Figura 120: Cromatograma a 250 nm obtenido con el método de analisis 7.
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Método 7 DAD-FLD

Debido a que la presencia de gadolinio y europio produce una sefial en el detector de
fluorescencia, este método se ha utilizado en el seguimiento de reaccién para las etapas de la
adicién de los metales gadolinio (Etapa 9b) y europio (Etapa 9c), en las que intervienen los
compuestos ICJ1707-01, ICJ1805-01, ICJ1901-01 e I1CJ1911-01. Las condiciones analiticas son

las siguientes:

- Tiempo: 30 minutos

- Temperatura de la columna: 30°C

- Isocratico 100% Fase movil A

- Columna: Lichrosorb RP18-5 5um, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 90% (K:HPO4 5 mM ajustado a pH 4,5) / 15% (octilamina 5 mM en acetonitrilo)
- Flujo: 1,5 mL/min

- Detecciéon: UV (200 y 250 nm)

- Deteccion: Fluorimétrica (Ex: 253 nm/Em: 313 nm)

A continuacion, se pueden observar los resultados obtenidos con este método, donde a un
tiempo de retencién de 6,10 min eluye el compuesto ICJ1901-01 y a 16,67 min eluye el
compuesto ICJ1707-01. En el caso de los compuestos que no tienen gadolinio y/o europio en su
estructura, el cromatograma obtenido con el detector de fluorescencia no presenta ninguna
sefial identificativa. Sin embargo, la presencia de gadolinio y/o europio en los compuestos
origina una sefal en el detector de fluorescencia que coincide con el tiempo de retencion de los

compuestos en el cromatograma obtenido con el detector DAD (Fig. 121y 122).
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Figura 121: Cromatograma del ICJ1901-01 a 250 nm en el detector DAD y en el detector de fluorescencia segun el
método de analisis 7 DAD-FLD.
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Figura 122:Cromatograma del ICJ1707-01 a 200 nm en el detector DAD y en el detector de fluorescencia segtin el el
método de andlisis 7 DAD-FLD.
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En presencia

Método 7 DAD-Radiactividad

de un metal radiactivo como es el galio-68 en el compuesto 1C]J1805-01, se

produce una sefial en el detector de radiactividad. Por esta razon, este método se ha utilizado en

el seguimiento de

reaccion para la etapa de marcaje radiactivo de ICJ1707-01, en la que

intervienen los compuestos ICJ1707-01 e ICJ1805-01. Las condiciones analiticas son las

siguientes:

- Tiempo: 30 min

utos

- Temperatura de la columna: 30°C.

- Isocratico 100% Fase movil A

- Columna: Lichrosorb RP18-5 5um, 250 x 4,6 mm

- Fase movil A: 90% (K:HPO4 5 mM ajustado a pH 4,5) / 15% (octilamina 5 mM en acetonitrilo)

- Flujo: 1,5 mL/min

- Detecciéon: UV (200 y 250 nm)

- Deteccion: Radiactividad (Berthold LB503/ constante de tiempo 3 s/ escala 1Mcps)

A continuacidn, se muestran los cromatogramas obtenidos con los diferentes detectores

utilizados para cada compuesto. En este caso, para el compuesto ICJ1707-01 (tr: 12,4 min) se

observa una sefial en el detector DAD, pero no en el detector de radiactividad (Fig. 123).
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Figura 123: Cromatograma del ICJ1707-01 a 250 nm en el detector DAD y en el detector de radiactividad obtenido

con el método de andlisis 7 DAD-Radiactividad.
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Para el compuesto IC]J1805-01 (tr:5,5min), que tiene galio natural sin actividad (galio frio),

se observa una sefial en el detector DAD, pero, igual que ocurria en el caso anterior, tampoco se

obtiene sefial en el detector de radiactividad (Fig. 124).
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Figura 124: Cromatograma del ICJ1805-01 a 250 nm en el detector DAD y en el detector de radiactividad obtenido

con el método de andlisis 7 DAD-Radiactividad.

En cambio, para el compuesto ICJ1805-01 (tr:5,8) que tiene galio-68 procedente de una

reaccion de marcaje, solo se observa sefial en el detector de radiactividad debido a la presencia

de galio-68 pero no en el detector DAD ya que se forma una cantidad realmente pequena del

producto (Fig. 125).
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Figura 125: Cromatograma del compuesto 1C]1805-01 con 8Ga a 250 nm en el detector DAD y en el detector de

radiactividad utilizando el método de analisis 7 DAD-Radiactividad.
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Por lo tanto, una mezcla de los productos 1CJ1707-01, ICJ1805-01 con galio frio e
ICJ1805-01 con galio-68 presenta el siguiente perfil cromatografico (Fig. 126), en el que se
observa una sefial en el detector de radiactividad por la presencia del galio-68 y en el detector

DAD debido al resto de los compuestos que absorben en el ultravioleta.
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Figura 126: Cromatograma de la mezcla de los compuestos IC]1707-01 e IC]1805-01 con 68Ga y Ga “frio” a 250 nm
en el detector DAD y en el detector de radiactividad obtenido con el método de analisis 7 DAD-Radiactividad.
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Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscopica

La sintesis organica de los compuestos objeto de estudio de la presente Tesis Doctoral
supone una de las etapas mas laboriosas, pero a la vez mas esenciales, en el desarrollo de este

trabajo.

El comienzo de esta etapa se remonta a la busqueda bibliografica inicial en la que se
buscaba esclarecer cuales eran los compuestos idéneos a sintetizar, teniendo en cuenta los
objetivos descritos en el capitulo de HIPOTESIS Y OBJETIVOS con la premisa de que dichos
compuestos pudieran ser utilizados como medios de contraste en varias técnicas del campo del

diagnéstico por imagen.

Una vez elegidos los cabezas de serie de la lista de compuestos a sintetizar, nos centramos
en la sintesis de un producto formado por una parte con estructura aromatica con tres atomos
de yodo, que es un derivado del acido 3-nitrobenzoico o el acido acetrizoico; y otra parte con un
quelato de un macrociclo, en este caso derivado del DO3A (CAS 114873-37-9) con un metal como
galio o un metal de transiciéon como gadolinio o europio. Estas dos partes se unen por medio de
un espaciador que es un derivado de etilendiamina (CAS 107-15-3) y cloruro de cloroacetilo

(CAS 79-04-9).

Existe una gran diversidad de rutas sintéticas que se pueden seguir para la obtencién de
los compuestos cabezas de serie elegidos; pero es importante realizar una elecciéon que
simplifique el proceso, reduciendo los procesos de purificaciéon, maximizando el rendimiento.
Para tomar esta decision tan critica se ha realizado una extensa busqueda bibliografica, tanto en
bases de datos cientificas, como en la documentacidn historica de la investigacién realizada en
las instalaciones de Justesa Imagen S.A.U. De esta manera, la ruta sintética seleccionada que se
abordara en el presente trabajo y que se describe detalladamente a continuacién es la incluida

en el apartado de MATERIALES Y METODOS (Fig. 92).

En esta ruta sintética existe la posibilidad de utilizar varios productos de partida, pero en
este caso se ha realizado utilizando el acido 3-nitrobenzoico y el acido acetrizoico. El proceso
consta de 9 etapas en total que se han estudiado y llevado a cabo en las instalaciones de Justesa

Imagen S.A.U.
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Figura 92: Esquema sintético
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Etapa 1: Hidrogenacidn del 4cido 3-nitrobenzoico hastallegar al &cido 3-aminobenzoico. Esta
reaccion se lleva a cabo en medio acuoso en presencia de catalizador Pd/C a una presion de

H; de 3,4 bares.

Etapa 2: Yodacién del acido 3-aminobenzoico. Esta reaccién se lleva a cabo en medio acuoso
en presencia de una disolucién de monocloruro de yodo (CAS 7790-99-0) estabilizada con

acido clorhidrico.

Etapa 3: Formacion del cloruro de acido. Esta reaccion se lleva a cabo en acetato de etilo (CAS

141-78-6) y se utiliza como reactivo cloruro de tionilo (CAS 7719-09-7).

Etapa 4: Acetilacion. Esta reaccion se lleva a cabo en N,N-dimetilacetamida (CAS 127-19-5) y
se utiliza como reactivo cloruro de acetilo (CAS 75-36-5). El aislamiento del producto

obtenido se realiza en medio acuoso.

Etapa 5: Formacion del cloruro de acido del acido acetrizoico. Esta reaccion se lleva a cabo

en acetato de etilo y se utiliza como reactivo cloruro de tionilo.

Etapa 6: Adicion de etilendiamina. Esta reaccidn se lleva a cabo en acetato de etilo y se utiliza
como reactivo etilendiamina. El aislamiento del producto obtenido se realiza en medio

aCuoso.

Etapa 7: Adicion de cloruro de cloroacetilo. Esta reacciéon se lleva a cabo en N,N-
dimetilacetamida en presencia de trietilamina (CAS 121-44-8) y se utiliza como reactivo

cloruro de cloroacetilo. El aislamiento del producto se realiza en medio acuoso.
Etapa 8: Adicion del DO3A. Esta reaccidn se lleva a cabo en N,N-dimetilacetamida-agua.

Etapa 9a: Quelacion con galio. Esta reaccion se lleva a cabo en medio acuoso utilizando como

reactivo cloruro de galio (CAS 13450-90-3).

Etapa 9b: Quelacion con gadolinio. Esta reaccion se lleva a cabo en medio acuoso y se utiliza

como reactivo 6xido de gadolinio (CAS 12064-62-9).

Etapa 9c: Quelacidn con europio. Esta reaccion se lleva a cabo en medio acuoso y se utiliza

como reactivo 6xido de europio (CAS 1308-96-9).
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El proceso sintético que se ha llevado a cabo ha permitido obtener unos productos
intermedios con la pureza suficiente para poder conseguir unos productos finales con una
pureza elevada, capaces de cumplir las caracteristicas necesarias para poder ser administrados
y utilizados en el estudio de su aplicabilidad como medios de contraste para el campo del

diagnéstico por imagen.

- Sintesis de IC][1703-01:

COOH COOH
H, Pd/C
—>
NO, Etapa 1 NH,
Acido 3-nitrobenzoico ICJ1703-01

Figura 127: Reaccidn etapa 1

Se disuelven 31,8 g de carbonato sédico en 500 mL de agua a 45°C. Se afiaden poco a poco
150 g de 4cido 3-nitrobenzoico y la mezcla se calienta a 55°C. Se ajusta el pH entre 5,0 y 5,5 con
HCI 5%. Posteriormente, se realiza la hidrogenacién en el reactor manteniendo una presién de
hidrégeno de 3-4 bares y una temperatura limite de 90°C. Después de registrar estos valores, se
puede controlar la reaccion, observando su finalizacion a los 75 minutos. Como se puede ver en
la siguiente figura, el final de la reaccién queda determinado por un incremento de la presiéon

(debido al cese de consumo de H:) y un descenso de la temperatura (Fig. 128).
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Figura 128: Evolucion del proceso de hidrogenacién

Una vez que la reaccidn ha finalizado, se filtra la disolucién a través de una membrana con
un tamano de poro de 0,45 um y, posteriormente, se precipita con acido sulfurico concentrado
hasta pH 1 muy despacio a 65°C. Segtin va bajando el pH, se aprecia la aparicién del precipitado
del acido 3-aminobenzoico (ICJ1703-01). Se deja enfriar el producto y finalmente se filtra,

lavandolo con 500 mL de agua acida. Se obtiene un rendimiento de un 90%.

e
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IC][1703-01: Acido 3-aminobenzoico

1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8: 8,66 (bs, 3H, COOH, NH,); 7,62-7,59 (m, 2H, H-Ph); 7,42-7,39
(m, H, H-Ph); 7,28-7,26 (m, H, H-Ph).

COOH 3C RMN (75 MHz, DMSO-dq) &: 167,1 (COOH); 139,3 (C-NH,); 132,0
(C-COOH); 129,8 (CH-Ph); 124,0 (CH-Ph); 123,8 (CH-Ph); 120,1 (CH-Ph).

IR (ATR): 2600-3100, 1688, 1315, 1288, 1067, 891, 752 cm-L.
NH2 £ 220,90,

ESI-MS (m/z): (ES+) 138 [M+H]*, 139 [M+2H]?*. (ES-) 136 [M-H]-.
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- Sintesis de IC]1704-01:

COOH COOH
ICI/HCI I I
.
NH, Etapa 2 NH,
I
ICJ1703-01 ICJ1704-01

Figura 129: Reaccién etapa 2

Se disuelven 53,2 g de ICJ1703-01 en 250 mL de agua y se ajusta el pH a 7,0 con carbonato
sddico. Se prepara en un reactor una cama acida con 1 L de agua y 30,27 mL de HCI concentrado.
Posteriormente, se realiza una adicién simultanea de las dos corrientes durante una hora; una
es la disolucién de ICJ1703-01 y la otra es solucién yodante que estd formada por monocloruro
de yodo estabilizado con 4cido clorhidrico. A los 4 minutos de la adicién, se comienza a apreciar
como cristaliza el acido 3-amino-2,4,6-triyodobenzoico (ICJ1704-01) y sus derivados. Después
de una noche a reflujo para conseguir una yodacion total, se enfria a temperatura ambiente. Se
afiade bisulfito s6dico (CAS 7631-90-5) hasta que se aclaran las aguas. Posteriormente, se filtra
y el s6lido filtrado se lava con tres porciones de 30 mL de agua. Se observan un 3% de impurezas

que resultan ser productos subyodados, por lo que se procede a purificar.

Para la purificacion de 1CJ1704-01, se disuelven 22,69 g de bicarbonato s6dico (CAS 144-
55-8) en 300 mL de agua y se adiciona el producto en agitacion, hasta que se consigue una
disolucion total. Se afade una espatula de bisulfito sédico junto con un 1% de carbén en polvo y
se mantiene agitando durante media hora a 50°C. Después, se enfria a temperatura ambiente y
se filtra por papel y por 0,45 pm. Se precipita con HCI concentrado hasta que el pH esta por
debajo de 1,0, se enfria a temperatura ambiente, se filtra y se seca a vacio. Se obtiene un

rendimiento de un 60% correspondiente al proceso global de reaccién y purificacién.

IC]1704-01: Acido 3-amino-2,4,6-triyodobenzoico

1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8: 13,68 (bs, H, COOH); 7,99 (s, H, H-Ph); 5,39 (bs, 2H, NH,).

13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 8: 172,9 (COOH); 150,6 (C-NH,); 150,5 (C-

COOCH
| | COOH); 149,5 (CH-Ph); 85,5 (C-Ph); 82,0 (C-Ph); 77,7 (C-Ph).
IR (ATR): 3329, 1701, 1649, 1597, 1520, 1422, 1379, 1304, 1265, 953, 872,
NH, 733 cm-t.

p.f.: 196,2°C

ESI-MS (m/z): (ES*) 516 [M+H]*, 517 [M+2H]?*, 538 [M+Na]*.
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- Sintesis del cloruro de dcido de IC[1704-01:

COOH AcOEt COcCl
| I SOCl, I I
—’,
NH, Etapa 3 NH,
| [
- C oruro de cldo
ICJ1704-01 218970255

Figura 130: Reaccidn etapa 3

Se disuelven 5 g de 1CJ1704-01 en 25 mL de acetato de etilo a temperatura ambiente. Se
afiaden 1,5 mL de cloruro de tionilo durante 30 minutos. Después se destila el exceso de cloruro
de tionilo y acetato de etilo hasta que comienza a aparecer un precipitado de color marrén sin
llegar a sequedad. Se filtra el s6lido obtenido y se seca a vacio; se obtiene un rendimiento de un

80%.
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- Sintesis de IC]1705-01:

o Ruta desde acido 3-nitrobenzoico (método 1):

DMAc
| O |
| c:ocI o JJ\ | CcOoC .
—~ -
\©iNH2 Etapa 4 N )J\
| H
ST A 059 ICJ1705-01

Figura 131: Reaccidn etapa 4

Se disuelven 4 g del cloruro de 4acido formado anteriormente en 3,2 mL de
N,N-dimetilacetamida a temperatura ambiente. Se va afladiendo durante media hora una
disoluciéon de 1,13 mL de cloruro de acetilo en 2,5 mL de N,N-dimetilacetamida. Una vez
finalizada la adicién se deja agitando durante media hora. Para aislar el producto acetilado
(ICJ1705-01), se afiade gota a gota sobre una cama de agua/hielo de 90 mL. Posteriormente, se
filtray se lava con tres porciones de 40 mL de agua. Una vez seco se obtiene un rendimiento de
un 70%.

o Ruta desde el acido acetrizoico (método 2):

COOH AcOEt COCI
' "o _soCh_
NJ\ Etapa 5 )J\
H
|
Acido acetrizoico ICJ1705-01

Figura 132: Reaccidn etapa 5

Se disuelven 20 g del acido acetrizoico en 200 mL de acetato de etilo a 25 °C. Se calienta a
reflujo y se afiladen 7 mL de cloruro de tionilo durante media hora. Se deja agitando hasta que la
reaccion se da por finalizada al ver una completa conversion en la formacidn del cloruro de acido
(ICJ1705-01) por HPLC. Posteriormente, se destilan 150 mL, se afiaden 100 mL de acetato de
etilo y se destilan 100 mL para asegurar la eliminacién del exceso de cloruro de tionilo. Se

afiaden 150 mL de N,N-dimetilacetamida. Este producto se utiliza sin aislar en la siguiente etapa.
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IC]1705-01: Cloruro de 3-acetilamino-2,4,6-trivodobenzoilo

1H RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8: 10,02 (bs, H, NH); 8,46 (s, H, H-Ph); 2,04 (s, 3H, CHs).

cocl 13C RMN (125 MHz, DMSO-ds) 8: 172,9 (COCI); 172,4 (CONH); 151,4 (C-NH);
| | 150,6 (C-COCI); 150,0 (CH-Ph); 108,3 (C-Ph); 105,1 (C-Ph); 102,2 (C-Ph);

o)
N)J\ 26,1 (CHs).
H
| IR (ATR): 3231, 1776, 1661, 1501, 1412, 1339, 1277, 1026, 986, 876, 822,

754,714 cm

p.f: 199,1°C.
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- Sintesis de IC][1706-01:

H
CocCl
)OJ\ - = | | o
N Etapa 6 k
H N
! H
|
ICJ1705-01 1ICJ1706-01

Figura 133: Reaccidn etapa 6

En este paso se puede utilizar o bien el producto aislado en la etapa 4 o bien la disolucién

obtenida en la etapa 5.

A partir de la disolucion de la etapa 5, se afiade el producto sobre 34 mL de etilendiamina
durante 4-5 horas y una vez finalizada la adicidn, se vierte sobre 280 mL de agua/hielo y
precipita el producto (ICJ1706-01). Se deja agitando durante toda una noche, se filtra y se seca

en la estufa de vacio. Se obtiene un rendimiento de un 77% que engloba las etapas 5 y 6.

ICI1706-01: 3-(acetilamino)-N-(2-aminoetil)-2,4,6-trivodobenzamida

1H RMN (500 MHz, DMSO-dj) 8: 9,85 (bs, 2H, NH.); 8,61 (bs, H, NH); 8,45 (bs, H, NH); 8,30 (s, H,
H-Ph); 3,22-3,18 (m, 2H, CHy); 2,71-2,65 (m, 2H, CH,); 2,20 (s, 3H, CHs).

o H 13C RMN (125 MHz, DMSO-ds) 8: 172,2 (CONH); 170,9 (CONH); 152,8 (C-
" NH, Ph); 149,9 (CH-Ph); 146,0 (C-Ph); 104,4 (C-Ph); 103,9 (C-Ph); 95,9 (C-
! "5 Ph); 45,8 (CH); 43,2 (CHa); 26,0 (CHs).
HJ\ IR (ATR): 1665, 1636, 1599, 1503, 1370, 1277, 1175, 1042, 958, 871,
! 826, 760 cm-".
p.£: 255,5°C.

ESI-MS (m/z): (ES*) 600 [M+H]*, 601 [M+2H]2".
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscépica

- Sintesis de IC][1706-02:
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Figura 134: Reaccidn etapa 7

Se suspenden 13,31 g del producto ICJ1706-01 en 130 mL de N,N-dimetilacetamida a
temperatura ambiente. Se afiaden 2,72 mL de trietilamina y se calienta a 70°C. Se afaden 2,66
mL de cloruro de cloroacetilo durante media hora en tres porciones. Posteriormente, se deja
agitando hasta la total disolucidn y conversion seguida por HPLC. Posteriormente, se afiade el
producto sobre 150 mL de agua. Se deja enfriando durante toda una noche, se filtra y se seca a

vacio. Finalmente se obtiene un rendimiento del 78 %.

IC]1706-02: 1-[2-(3-acetilamino-2.,4,6-trivodobenzoilamino)aminoetil]-2-cloro-1-etanona

1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8: 9,90 (bs, H, NH); 8,61 (bs, H, NH); 8,31 (s, H, H-Ph); 8,17 (bs, H,
NH); 4,07-4,03 (m, 2H, CH,); 3,34-3,32 (m, 4H, 2CH,); 2,01 (s, 3H, CHs).

" O  13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) &: 172,2 (CONH); 171,3 (CONH); 170,9
0 N\/\NJ\ (CONH); 152,8 (C-Ph); 149,9 (CH-Ph); 146,0 (C-Ph); 104,4 (C-Ph);

H
| "o Cl'103,9 (C-Ph); 95,9 (C-Ph); 45,8 (CH.); 44,4 (CH,);43,2 (CH>); 26,0 (CH3).
NJ\ IR (ATR): 3231, 1649, 1549, 1501, 1412, 1236, 866, 833 cm-.
|
p.f:266,5°C

ESI-MS (m/z): (ES*) 676 [M]*, 677 [M+H]*, 678 [M+2H]2*. (ES-) 674 [M-2H]%, 675 [M-H]-
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscopica

- Sintesis de IC[1707-01:
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Figura 135: Reaccidn etapa 8

Se disuelven 11,69 g del producto ICJ1706-02 en 110 mL de N,N-dimetilacetamida a
temperatura ambiente. Se afiaden 1,83 mL de trietilamina y se calienta la disolucién a 50°C. Se
afiaden 10,02 g de DO3A en forma trisédica y se deja agitando durante 12 horas. El DO3A no
llega a disolverse; por lo tanto, se afiade agua poco a poco hasta que se tiene una disolucién. Una
vez que por HPLC se ha comprobado que la reaccién ha finalizado totalmente con éxito, se destila
el agua y la N,N-dimetilacetamida. Se afilade mas agua y se vuelve a destilar la mezcla. Este
proceso se repite varias veces para minimizar la cantidad de N,N-dimetilacetamida en la mezcla.

Posteriormente, se filtra por 0,45 pm y por 0,22 um.

En la mezcla esta el producto obtenido en forma trisédica, ademas de sales que hay que
eliminar. Para ello se utiliza la técnica de nanofiltracién a volumen constante llevando la
disoluciéon a un volumen de 1 L y ajustando el pH entre 4,0 y 4,5 con acido clorhidrico

concentrado. Después de 10 vueltas se han eliminado las impurezas y las sales.

Para aislar el producto, se evapora el disolvente hasta casi sequedad, se afiaden 200 mL
de acetona (CAS 67-64-1) y se calienta a reflujo durante 2 horas. Después se deja enfriar y

precipita un sélido blanco, que tras dejarlo enfriar se filtra. Se obtiene un 84 % de rendimiento.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscopica

IC[1707-01: dcido {10-{2-[2-(3-acetilamino-2,4,6-trivodobencilamino) aminoetil]-2-oxoetil}-

1,4,7.10-tetraaza-1-ciclododecil}-1,4,7 triacético

1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) &: 10,05 (bs, H, COOH); 9,98 (bs, 2H, 2CO0H); 9,90 (bs, H, NH);
8,58 (bs, H, NH); 8,42 (bs, H, NH); 8,30 (s, H, H-Ph); 3,70-3,51 (m, 8H, 4CH.); 3,41-2,84 (m, 20H,
10 CHy); 1,97 (s, 3H, CHa).

OTOH 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 8: 172,2 (CONH); 171,3 (CONH); 170,9
N“Nﬁo (CONH); 152,8 (C-Ph); 149,9 (CH-Ph); 146,0 (C-Ph); 104,4 (C-Ph); 103,9
H
° N\/\HJ\/N\—/N\—{/O (C-Ph); 95,9 (C-Ph); 45,8 (CH,); 44,4 (CH2);43,2 (CH,); 26,0 (CHs).
OH

o

o
| HJ\ IR (ATR): 1632,1362,1221, 1084, 1045, 880, 779 cm™™.

p.f.: 233,2°C.
ESI-MS (m/z): (ES*) 986 [M+H]+, 987 [M+2H]2+, 988 [M+3H]3*.
AE Calculado: 30,89 %C 4,57 %H 9,01 %N
Hallado: 30,99 %C 4,23 %H 8,70 %N
Pureza por HPLC >99% segiin método 7 (Fig. 136)
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Figura 136: Cromatograma del producto final ICJ1707-01 a 250 nm obtenido con el método de analisis 7.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscopica

- Sintesis de IC[1805-01:
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Figura 137: Reaccién etapa 9a

Se disuelven 12,43 g del compuesto ICJ1707-01 en 125 mL de agua y se calienta a 80°C. Se
afiaden 2,67 g de cloruro de galio y se va siguiendo la reaccion por HPLC por si se necesita hacer
alguna adicion de cloruro de galio (debido a la baja estabilidad del cloruro de galio en medio
acuoso). Una vez completada la conversion al compuesto 1CJ1805-01, se enfria a temperatura
ambiente y precipita un sélido algodonoso que no filtra bien. Después de filtrarlo y 0,45 pm se
lleva el volumen a 1 L, se calienta la disolucién a 50°C y se purifica por tratamiento con resinas,
empleando IRA-67 (CAS 65899-87-8) e IR-120 (CAS 68441-33-8). Se destila hasta casi sequedad
y se le afiaden 100 mL de etanol anhidro (CAS 64-17-5). Posteriormente, se destila casi a
sequedad la mezcla azeotrépica con el fin de eliminar el agua y, para asegurar que la eliminacién
es practicamente total, se vuelven a afladir 100 mL de etanol anhidro repitiendo la destilacion
hasta llegar casi a sequedad. Posteriormente, se afiaden 130 mL de acetona en caliente y se va
dejando enfriar poco a poco observandose un precipitado blanco. Una vez llegado a temperatura

ambiente, se filtra y se seca el s6lido a vacio. Se obtiene un rendimiento de un 80%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscépica

IC]1805-01: {10-{2-[2-(3-acetilamino-2,4,6-triyodofenilamino) aminoetil]-2-oxoetil}-1,4,7,10-
tetraaza-1-ciclododecil}-1,4,7-triacetato de galio (3+)-k01,k04,k07

1H RMN (500 MHz, D,0) &: 8,52 (s, H, H-Ph); 3,98-3,46 (m, 12H, 6CH.); 3,45 (s, 6H, 3CH,); 3,44-
3,06 (m, 10H, 5CH,); 2,21 (s, 3H, CHs).

OTO 13C RMN (125 MHz, D20) 8: 175,0 (CO); 174,5 (C0O); 173,6 (C0O); 173,5
N\
o [Nl NQ\O?O (CO); 172,5 (CO); 168,6 (CO); 148,8 (CH-Ph); 147,9 (C-Ph); 141,6 (C-
H aT
© ”\ANJ\/“\\J‘ Ph); 100,1 (C-Ph); 96,9 (C-Ph); 91,4 (C-Ph); 63,3 (CHz); 61,8 (CH2);
|O o

A 0 59,4 (3CH,); 57,3 (CHy); 57,2 (CHa); 55,9 (2CH,); 54,6 (2CH,); 53,9
o (2CH.); 44,8 (CH); 22,1 (CHs).

COSY, HMQC y HMBC- Confirman la estructura buscada
IR (ATR): 1651, 1558, 1539, 1520, 1310, 1082,922, 729 cm'!
p.f.: 287,9°C

ESI-MS (ES*) 1054 [M+2H]2+, 1055 [M+3H]3+, 1056 [M+4H]*. (ES) 1050 [M-2H]%, 1051 [M-H],
1052 [M]-

AE Calculado: 30,37 %C 3,73 %H 8,85 %N
Hallado: 30,32 %C 4,31 %H 9,18 %N

Pureza por HPLC >99% segiin método 7 (Fig. 138)
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Figura 138: Cromatograma del producto final ICJ1805-01 a 250 nm obtenido con el método de analisis 7.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscopica

- Sintesis de IC[1901-01:
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Figura 139: Reaccidn etapa 9b

Se disuelven 4,5 g de ICJ1707-01 en 45 mL de agua. Se calienta la disolucién a 80°C y se
afiaden 0,84 g de 6xido de gadolinio. Se mantiene el pH entre 4,0 y 4,5 con acido clorhidrico
concentrado y se mantiene la reaccidn a 80°C hasta la completa transformacioén, verificando por
HPLC. Una vez finalizada la reaccion, teniendo dnicamente el producto IC]1901-01, se realiza un
tratamiento de purificacién con resinas por agitacion, empleando IRA-67 e IR-120. Una vez que
se han eliminado las sales e impurezas, se elimina el disolvente hasta sequedad, se afiaden 5 mL
de agua, se calienta la disolucién a 90°C y se anaden 100 mL de etanol anhidro. Posteriormente,
se destila casi a sequedad la mezcla azeotrdpica para eliminar el agua y, para asegurar que la
eliminacidn es casi total, se afiaden otros 100 mL de etanol anhidro y se vuelve a destilar casi a
sequedad. Posteriormente, se afladen en caliente 140 mL de acetona y después de mantener
agitando durante 2 horas, se deja enfriar toda la noche. Se filtra un s6lido blanco que se seca en

la estufa. Se obtiene de esta manera un 63% de rendimiento.

Para recuperar parte del producto de las aguas madres de filtracion, se elimina el
disolvente hasta casi sequedad y en caliente se afiaden 60 mL de acetona. Se deja enfriar el
producto obtenido, se filtra y después de secar a vacio se obtiene un s6lido blanco de las mismas
caracteristicas que el anterior. Se recupera un 28% adicional, teniendo un rendimiento global

en esta etapa de un 91%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscépica

IC]1901-01: {10-{2-[2-(3-acetilamino-2,4,6-triyodofenilamino) aminoetil]-2-oxoetil}-1,4,7,10-
tetraaza-1-ciclododecil}-1,4,7-triacetato de gadolinio (3+)-kN1,kN4,kN7 kN10,k01,k04.k07

IR (ATR): 1601, 1397,1317,1281,1242,1086, 714 cm™™.

p.f.: 290,9°C
\ ESI-MS (m/z): (ES+) 1140 [M]+, 1141 [M+H]*. (ES") 1139 [M-1H]-.
" Gd —é\f AE Calculado: 26,37 %C 3,69 %H 7,97 %N
0 Nv\ \_\J
[ I Kz Hallado: 26,11 %C 3,60 %H 7,85 %N
J\ (6]
i N Pureza por HPLC >99% segiin método 7 (Fig. 140)
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Figura 140: Cromatograma del producto final ICJ1901-01 a 250 nm obtenido con el método de analisis 7.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscopica

- Sintesis de IC][1911-01:
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Figura 141: Reaccién etapa 9c

Se disuelven 1,5 g de ICJ1707-01 en 20 mL de agua. Se calienta la disolucién a 80°C y se
afiaden 0,27 g de 6xido de europio. Se mantiene el pH entre 4,0 y 4,5 con &cido clorhidrico
concentrado y se van afiadiendo pequenas porciones de 6xido de europio hasta que, por HPLC,
se verifique la finalizaciéon de la reacciéon. Una vez que se obtiene una conversién total al
producto 1CJ1911-01, se realiza un tratamiento de purificaciéon con resinas por agitacion,
empleando IRA-67 e IR-120. Una vez que se han eliminado las sales e impurezas, se rota a
sequedad el producto, se afiaden 3,86 mL de agua, se calienta la disoluciéon a 90°C y se afiaden
115 mL de etanol anhidro. Posteriormente, se destila casi a sequedad la mezcla azeotrépica para
eliminar el agua y, para asegurar que la eliminacidn es casi total, se afladen otros 115 mL de
etanol anhidro y se vuelve a destilar casi a sequedad. Se afiaden en caliente 85 mL de acetona y
después de mantener agitando durante 2 horas, se deja enfriar toda la noche. Se filtra un sélido
algodonoso que al secarlo en la estufa a vacio se transforma en un sélido blanco. Se obtiene de

esta manera un 45% de rendimiento.

Para recuperar parte del producto de las aguas madres de filtracion, estas se rotan casi a
sequedad y en caliente se afiaden 85 mL de acetona. Se deja enfriar el producto obtenido, se filtra
y después de secar a vacio se obtiene un s6lido blanco de las mismas caracteristicas que el
anterior. Se recupera un 42% adicional, teniendo asi un rendimiento global en esta etapa de un

87%.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis, purificacion y caracterizacion espectroscépica

IC]1911-01: {10-{2-[2-(3-acetilamino-2,4,6-triyodofenilamino) aminoetil]-2-oxoetil}-1,4,7,10-
tetraaza-1-ciclododecil}-1,4,7-triacetato de europio (3+)-kN1,kN4,kN7,kN10,k01,k04.k07

1H RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8: 9,90 (bs, H, NH); 8,58 (bs, H, H-Ph); 8,25 (m, 2H, 2NH); 3,25-
2,75 (m, 28H, 14CHy); 2,03 (s, 3H, CHa).

o\]\:o 13C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 8: 175,0 (CO); 174,5 (CO); 173,6 (CO);
A\
[N\ ..~N<\of/o 173,5 (CO); 172,5 (CO); 168,6 (CO); 148,8 (CH-Ph); 147,9 (C-Ph);

[0} Eu-
o “\/\NK”Ll N 141,6 (C-Ph); 100,1 (C-Ph); 96,9 (C-Ph); 91,4 (C-Ph); 63,3 (CHa);
H
! "o o 61,8 (CH); 59,4 (3CH,); 57,3 (CH2); 57,2 (CH2); 55,9 (2CHz); 54,6
- (2CH,); 53,9 (2CH,); 44,8 (CHo); 22,1 (CHa).

IR (ATR): 1595,1368, 1315, 1279, 1238, 1084, 935, 712 cm'L.
p-f.: 294,0°C
ESI-MS (m/z): (ES*) 1136 [M+H]+, 1158 [M+Na]*. (ES-) 1134 [M-H]-.
AE Calculado: 27,35 %C 3,77 %H 7,98 %N
Hallado: 27,58 %C 4,32 %H 8,22 %N
Pureza por HPLC >97% segtin método 7 (Fig. 142)
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Figura 142: Cromatograma del producto final ICJ1911-01 a 250 nm obtenido con el método de anélisis 7.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Pardmetros Fisicoquimicos

Pardametros Fisicoquimicos

Con el objeto de predecir el comportamiento de los compuestos finales sintetizados tras

su administracién, se han estudiado una serie de pardmetros que se describen a continuacion.

El compuesto IC]J1911-01 se ha sintetizado Unicamente para la determinacién del nimero
de aguas de coordinacion, no para ser administrado en animales y, por lo tanto, el resto de los

estudios fisicoquimicos sélo se han llevado a cabo para los productos 1CJ1085-01 e IC]J1901-01.

Osmolalidad y solubilidad

Para la realizacion de la parte experimental relacionada con el parametro de osmolalidad,
se ha seguido el procedimiento descrito previamente en el apartado de MATERIALES Y
METODOS. Se han estudiado los compuestos ICJ1805-01 e ICJ1901-01, sintetizados en la
presente Tesis Doctoral, y se han comparado los resultados con otros compuestos de referencia

como son el gadobutrol y el acido acetrizoico.

Parala medida de las muestras se preparan disoluciones de los compuestos a analizar con

una concentracion de 0,1 M. Los valores de osmolalidad obtenidos se muestran en la tabla 27:

Tabla 27: Valores experimentales del estudio de osmolalidad.

Compuestos mOsm/Kg
Gadobutrol 155,33
1CJ1901-01 162,58
1C]1805-01 204,32

Acido acetrizoico 620,47

En el estudio de la maxima solubilidad en agua de los compuestos 1C]J1805-01, ICJ1901-01
e ICJ1911-01 se llegd a disolver estos productos en concentraciones de 0,2 M, 0,3 My 0,3 M

respectivamente.

184



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Pardmetros Fisicoquimicos

Los compuestos sintetizados en el presente trabajo son medios de contraste que se
administran por via intravenosa a una dosis determinada, dependiendo del tipo de imagen que
se necesite. En el caso de los medios de contraste utilizados en iRM, la dosis tipica de los
compuestos basados en gadolinio se encuentra entre 0,1 y 0,3 mmol/Kg. Para el uso en rayos X,
la dosis tipica de los compuestos yodados es 10 veces mayor que la utilizada para iRM. En

general, la concentracion de estos compuestos puede variar entre 0,1 My 1,0 M.

Los primeros medios de contraste utilizados en iRM se caracterizaban por tener, a las
concentraciones de administracion habituales, una osmolalidad entre 4 y 6 veces superior que
el plasma sanguineo (aprox 300 mOsm/Kg), lo que puede causar efectos desagradables para el
paciente. Posteriormente, los medios de contraste de nueva generacién fueron no idnicos,
teniendo osmolalidades mas préximas a la de la sangre y reduciendo asf los efectos adversos

causados en los pacientes tras su administracion.

En la tabla 28 se incluyen los valores de osmolalidad para una serie de compuestos

comerciales utilizados en iRM (123)(124),

Tabla 28: Valores bibliograficos de osmolalidad para medios de contraste comerciales en iRM.

Conc. Osmolalidad

Nombre Nombre comercial Tipo Carga
(M)  (mOsm/kg)
Gadopentetato Magnevist® Lineal [6nico 0,5 1960
Gadobenato MultiHance® Lineal [6nico 0,5 1970
Gadoxetato Primovist®/Eovist® Lineal I6nico 0,25 688
Vasovist®/Ablavar®
Gadofosveset Lineal [6nico 0,25 825
MS- 325

Gadodiamida Omniscan® Lineal Neutro 0,5 789
Gadoversetamida OptiMARK® Lineal Neutro 0,5 1110
Gadoterato Dotarem® Macrociclo  Iénico 0,5 1350
Gadobutrol Gadovist® Macrociclo Neutro 1,0 1603
Gadoteridol ProHance® Macrociclo Neutro 0,5 630
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Pardametros Fisicoquimicos

De la misma forma, a continuacioén, se recogen los valores de osmolalidad para algunos
compuestos disponibles en el mercado que se utilizan como medios de contraste en el campo

del diagnostico por imagen por rayos X (Tabla 29) (125),

Tabla 29: Valores bibliograficos de osmolalidad para diferentes medios de contraste comerciales en rayos X.

o Tipo Carga Contenido yodo Conc. Osmolalidad
(mg/mL) M) (mOsm/kg)
Metrizoato Monoémero Idnico 370 2,9 2100
loxatalamato Mondémero Idnico 325 2,6 1843
Diatrizoato Monomero Idnico 300 2,4 1550
Iopamidol = Mondémero Neutro 370 2,9 796
lopromida Mondémero Neutro 370 2,9 774
Iohexol Monémero Neutro 350 2,8 884
loxilan Monémero Neutro 350 2,8 695
[omeprol Monémero Neutro 350 2,8 618
Ioversol Monémero Neutro 300 2,4 651
loxaglato Dimero [6nico 320 2,5 580
Iodixanol Dimero Neutro 320 2,5 290
lotrolan Dimero  Neutro 300 2,4 320

Se puede observar que los resultados experimentales de osmolalidad obtenidos para los
productos sintetizados en este trabajo son intermedios entre los valores de los compuestos
utilizados como referencia: el gadobutrol como medio de contraste de iRM y acido acetrizoico

como medio de contraste de rayos X.

Ademas, en base a la comparativa bibliografica realizada, se puede establecer que estos
productos tienen valores de osmolalidad adecuados para ser utilizados como medios de
contraste en las diferentes técnicas de diagnostico por imagen, especialmente en iRM y rayos X,
Las disoluciones de los compuestos a la maxima solubilidad, entre 0,2 y 0,3 M, tienen una
osmolalidad préxima a la de la sangre, lo que conlleva una disminucién de los posibles efectos

adversos causados al paciente tras la administracién de los medios de contraste.
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Coeficiente de reparto

Otro parametro importante que se ha estudiado es la hidrofobicidad de los compuestos.
Esta puede influir en la farmacocinética (velocidad de absorcidn, eliminacién, distribucidn,
metabolismo y excrecién) y se mide por el coeficiente de reparto o particién (P), que viene
determinado por la relacién entre la concentracién del compuesto en fase acuosa y en un

disolvente organico inmiscible como octanol o 1-butanol.

Los compuestos que se utilizan como agentes de contraste tienen la caracteristica de ser
muy polares, por lo que es recomendable realizar el estudio del coeficiente de particién en
butanol/agua, ya que el octanol es mas lipofilico. De esta manera, los medios de contraste
estudiados presentarian concentraciones muy bajas en la fase organica; lo que haria muy
complicada su cuantificacién a través de los métodos analiticos desarrollados debido a que la

concentracion calculada podria deberse a impurezas polares en vez de al medio de contraste.

Para la realizacién de la parte experimental se ha seguido el procedimiento descrito
previamente en el apartado de MATERIALES Y METODOS. Asi, se han determinado los valores
experimentales para los compuestos 1CJ1805-01 e ICJ1901-01, sintetizados en el presente
trabajo, y se han comparado con los de varios medios de contraste comerciales de referencia
como son el gadobutrol (utilizado en iRM) y el acido acetrizoico (utilizado en rayos X). Los

valores experimentales de log P son los que se muestran en la tabla 30:

Tabla 30: Valores experimentales del estudio del coeficiente de particién.

Nombre Log P (butanol-agua)
Gadobutrol -2,309
1CJ1805-01 -1,426
1CJ1901-01 -0,971

Acido acetrizoico -0,482
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Después de realizar una busqueda bibliografica de los valores del coeficiente de reparto
para diversos medios de contraste utilizados en iRM, que se encuentran en el mercado, en la
tabla 31 se puede observar que todos tienen un caracter hidrofilico ya que presentan valores de
log P entre -2 y -3. Ademas, se observa que los quelatos i6nicos tienen un valor de log P de un
orden de magnitud inferior a los no iénicos; exceptuando el gadoxetato y el gadobenato, que son
agentes especificos para estudios de higado y tienen valores similares a los no iénicos debido a

la presencia de un resto aromatico hidrofébico (126)(127)(128),

Tabla 31: Valores bibliograficos del coeficiente de particiéon para medios de contraste comerciales en iRM.

Nombre LogP
Nombre Estructura Carga
comercial (butanol-agua)

Gadopentetato de

Magnevist® Lineal I6nico -3,16
dimeglumina
Gadodiamida Omniscan® Lineal No i6nico -2,13
Gadoversetamida OptiMARK® Lineal No i6nico -1,82
Gadobenato de

MultiHance® Lineal [6nico -2,23

dimeglumina

Primovist® (EU)
Gadoxetato disodico Lineal I6nico -2,11
Eovist® (US)

Vasovist®,
Gadofosveset
Ablavar® Lineal I6nico -2,11
trisoédico
MS-325
Gadoterato de
Dotarem® Macrociclo I6nico -2,87
meglumina
Gadoteridol ProHance® Macrociclo No i6nico -1,98
Gadobutrol Gadovist® Macrociclo No i6nico -2,22
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Segun los valores de log P encontrados en la bibliografia (Tabla 32), se observa que los
compuestos utilizados en exploraciones radioldgicas son menos hidrofilicos que los compuestos

utilizados en iRM (129);

Tabla 32: Valores bibliograficos del coeficiente de particiéon para medios de contraste comerciales en rayos X.

Nombre Carga LogF
(butanol-agua)

Diatrizoato sédico o de meglumina [6nico -1,360

lIoxaglato sédico o de meglumina [6nico -0,983

lotrolan Neutro -2,301

Ioversol Neutro -1,360

Iohexol Neutro -1,165

[opamidol Neutro -0,959

[opromida Neutro -0,854

Iopentol Neutro -0,816

De la misma manera que ocurria en el estudio de la osmolalidad, tanto los resultados
experimentales obtenidos para el coeficiente de reparto como los valores reportados en
bibliografia permiten concluir que los compuestos sintetizados en el presente trabajo pueden
ser utilizados como medios de contraste en el campo del diagnéstico por imagen,

particularmente en iRM y rayos X.
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los valores de afinidad por BSA realizando estudios in vitro de acuerdo con el procedimiento
descrito en el apartado de MATERIALES Y METODOS. Ademés, se ha llevado a cabo un estudio

in silico utilizando el programa Toxtree® con el objetivo de predecir la capacidad de unién de los

Afinidad por seroalbumina bovina (BSA)

Para los compuestos sintetizados durante la Presente Tesis Doctoral, se han determinado

compuestos.

ICJ1805-01, ICJ1901-01 e ICJ1911-01 pueden presentar unién a proteinas, mientras que el

gadobutrol no. Los informes generados con el programa son los que se muestran a continuaciéon

Seglin el estudio en Toxtree® el acido acetrizoico y los compuestos 1C]J1707-01,

(Fig. 143-148):

- Gadobutrol

No protein binding alerts identified. = YES
cdk:Comment = Created from SMILES

lert for SN2 identified. = NO
Alert for Michael Acceptor identified. = NO

lert for Acyl Transfer agent identified. = NO
SMILES =
C1N(C2)CC(=0)O[Gd](OC(=0)CI3)OC(CN(CCN(C1)
C(CO)C(0O)CO)CCN3C2)=0

lert for SNAr Identified. = NO
Alert for Schiff base formation identified. = NO

Figura 143: Resultado estudio in silico para el gadobutrol.

- Acido acetrizoico

No protein binding alerts identified. = NO
cdk:Comment = Created from SMILES

Alert for SN2 identified. = NO

Alert for Michael Acceptor identified. = YES

Alert for Acyl Transfer agent identified. = YES
SMILES = C1(NC(=0)C)=C(1)C=C(C(=C1HC(O)=0)I
Alert for SNAr Identified. = NO

Alert for Schiff base formation identified. = NO

Figura 144: Resultado estudio in silico para el acido acetrizoico.
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- 1CJ1707-01

Alert for SN1 |dentified. = YES

Alert for SN2 identified. = NO

Alert for Acyl Transfer agent identified. = YES
SMILES =
C1=C(I)C(=C(I)C(NC(C)=0)=C11)C(NCCNC(=O)CN(
CgN(CC(=O)O)CCN1 CC(=0)O)CCN(CC(=0)0)CC1)

toxTree.tree.cramer.CramerTreeResult =
1N,2N,3Y 4N

Alert for Schiff base formation identified. = NO
No DNA binding alerts identified. = NO

No protein binding alerts identified. = NO
cdk:Comment = Created from SMILES

Alert for Michael Acceptor identified. = YES
Alert for SNAr Identified. = NO

Figura 145: Resultado estudio in silico para el compuesto ICJ]1707-01.

- 1CJ1805-01

No protein binding alerts identified. = NO
cdk:Comment = Created from SMILES

lert for SN2 identified. = NO

lert for Michael Acceptor identified. = YES

lert for Acyl Transfer agent identified. = YES
SMILES =
C1(NC=C(HC(=C()C=1NC(=0O)C)C(NCCNC(=0O)CN(
CCN(CC(=0)0[Ga]102)CCN3CC2=0)CCN(CC3)CC
(01)=0)=0

lert for SNAr Identified. = NO

lert for Schiff base formation identified. = NO

Figura 146: Resultado estudio in silico para el compuesto ICJ1805-01.
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- 1CJ1901-01

No protein binding alerts identified. = NO
cdk:Comment = Created from SMILES

Alert for SN2 identified. = NO

Alert for Michael Acceptor identified. = YES

Alert for Acyl Transfer agent identified. = YES
SMILES =
C1(NC=C()C(=C(1)C=1NC(=0)C)C(NCCNC(=0O)CN(
CCN(CCN1CC2=0)CC(=0)0O[Gd]302)CCN(CC(=0)
03)CC1)=0

Alert for SNAr Identified. = NO

Alert for Schiff base formation identified. = NO

Figura 147: Resultado estudio in silico para el compuesto [CJ1901-01.

- ICJ1911-01

No protein binding alerts identified. = NO
cdk:Comment = Created from SMILES

lert for SN2 identified. = NO

lert for Michael Acceptor identified. = YES

lert for Acyl Transfer agent identified. = YES
SMILES =
N1(C2)(C3)CC(O[Eu]1(OC1=0)(0C4=0)(N(C5)(C2)
C1)(N(C1)(C4)C5)N(C3)(C1)CC(=O)NCCNC(=0O)C(=
C()C(=C11)NC(C)=0)C(I)=C1)=0

lert for SNAr Identified. = NO

lert for Schiff base formation identified. = NO

Figura 148: Resultado estudio in silico para el compuesto [CJ]1911-01.

Por otra parte, teniendo en todos los casos una concentracion de los compuestos a estudiar
de 0,25 mM y una concentracion de BSA de 0,6 mM, los resultados obtenidos en la determinacion

experimental para evaluar la afinidad por la albimina se recogen en la tabla 33:

Tabla 33: Valores experimentales del estudio de afinidad por la albiimina.

Nombre Afinidad (%)
Gadobutrol No detectable
1C]J1805-01 8,89
1CJ1901-01 11,16

Acido acetrizoico 39,16
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La unién no covalente a macromoléculas como las proteinas de la sangre (por ejemplo, a
la albimina) o dendrimeros, ha sido objeto de estudio en las ultimas décadas debido a que se ha
demostrado que, cuando se produce esta unién, aumenta la rigidez de la molécula utilizada como
medio de contraste y disminuye la rotacién tanto de los &tomos como de la molécula. Ademas,
como se explicard en el punto siguiente, segin el concepto de la mejora de la magnetizaciéon
inducida por receptores (RIME, del inglés “Receptor-Induced Magnetization Enhancement”), la
relajatividad aumenta al facilitar el intercambio de moléculas de agua con el medio y se obtiene

una sefial mas intensa (130),

La albumina plasmatica esta en el plasma a una concentracién entre 3,4y 5,4 % (p/V),
equivalente a 500-800 uM, y es la responsable de mantener la presidon osmética y de transportar
sustancias poco solubles como 4acidos grasos, hormonas, bilirrubina y algunos
medicamentos (131). Cada molécula de albumina tiene al menos seis sitios de unién diferentes
para farmacos. Dos de ellos se unen con gran intensidad y de manera especifica a acidos grasos
de cadena larga, mientras que un tercer sitio permite la union selectiva a la bilirrubina. Otros
dos sitios, denominados sitio [ y sitio II, son puntos de unidn para farmacos acidos. El resto de
los sitios pueden tener interaccidon con distintas moléculas segin diferentes factores como

pueden ser el tamafio molecular, la especificidad de unién y su capacidad de ionizarse.

Ademas de la albimina, existen medios de contraste que se unen a otras macromoléculas
con el objetivo de dirigir un producto hacia una zona de interés del interior del cuerpo humano.
Entre estas estan las fibrinas (principal componente de la pared de codgulos de la sangre), el
colageno tipo I (forma parte del tejido conectivo), elastina (proteina de la matriz extracelular y
principal componente de la pared de los vasos arteriales), acido sialico (azicar presente en la
superficie de la célula, en las cadenas de oligosacaridos de glucolipidos y glicoproteinas,
producido en el proceso de glucosilacién), receptor de folato (vitamina B que ayuda al organismo
al mantenimiento y creaciéon de células nuevas), alanina aminopeptidasa (CD13, es una
aminopeptidasa que se expresa por las células endoteliales angiogénicas), receptores de
estrogenos y progesterona (hormonas responsables de las caracteristicas sexuales femeninas),

productos naturales, ARN mensajero, ADN, ...
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Los compuestos que se definen como agentes de contraste para el espacio intravascular
(Blood Pool Agents) se caracterizan por tener una gran afinidad por estas macromoléculas y, de
esta manera, generan complejos de alto peso molecular que provocan una mayor retencién en
el plasma sanguineo y evitan una rapida eliminacién por la via renal. Esto permite obtener
imagenes con mayor facilidad y, ademas, posibilita el estudio de espacios vasculares que son

inaccesibles para otras técnicas como las flebografias.

Otro aspecto que contemplar es el hecho de que la albimina se metaboliza en el higado y se
elimina por via biliar. Al formarse el complejo albimina-medio de contraste, este se acumula en
el higado permitiendo asi su visualizacion. Un ejemplo es el [Gd(EOB-DTPA)H.0)]-2 (Eovist), que
presenta una eliminacion por la via hepatica del 50%. Tiene una relajatividad de 60 mM-1s-1,
medido a 20 MHz y 37°C, cuando se une a la albimina de suero; pero en el plasma sanguineo
unicamente se une a una fraccion de esta, por lo que la relajatividad es de 8,7 mM-1s-1, medido a
20 MHz y 37°C (132), A pesar de esto, una union parcial es necesaria para que se pueda eliminar

el producto por via renal o biliar y no se quede retenido en el interior del organismo (133),

A continuacion, se incluye una descripcion de algunos medios de contraste comerciales
que tienen una alta afinidad por las macromoléculas como son el gadofosveset (MS-325. Vasovist

o Ablavar), MP-2269, acido gadocolético (B22956) y el EP-647 (134),

El MS-325 tiene una afinidad por la seroalbliimina humana (HSA) entre el 80 y 90 %, una
relajatividad libre del orden de 5,5 mM-1s-! y, cuando se une a la HSA, de 27,2 mM-1s-1. Presenta
una eliminacion principalmente por via renal debido a la presencia de grupos fosfodiéster, que

favorecen la eliminacién por esta via impidiendo que se excrete por via hepatobiliar (35),

El medio de contraste EP-647 presenta una elevada afinidad por la albimina y una alta
relajatividad. En este caso, los valores de los dos pardmetros son muy similares

independientemente de que el estudio se realizara en humanos o en conejos (136),

El medio de contraste B22956 (acido gadocolético) tiene una afinidad por albuimina

alrededor del 95% y presenta un valor de relajatividad cuando se une a esta de 27 mM-1s-1 (137),

El medio de contraste MP-2269, disefiado por Adzamli y otros investigadores, presenta
una buena afinidad por la albimina al tener cadena alifatica lipofilica en su estructura; de esta
manera, se obtienen unos valores de relajatividad uniéndose a la albimina humana y en conejos

de 17,0 y 18,0 mM-1s-1, respectivamente, llegando hasta 26,0 mM-!s-1 en sangre humana (138),
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Dumas y otros investigadores elaboraron una serie de compuestos derivados del
macrociclo DOTA que presentaban una gran afinidad por la HSA, llegando a conseguir uniones
con valores superiores al 98%. Todos los compuestos se caracterizaban por tener un grupo
comun de unién a la albimina, cuatro aminas terciarias del cyclen (que afectan ala esfera interna
de hidratacion), un acetato a-sustituido, dos grupos amidas, una molécula de hidratacion y
grupos funcionales que presentaban modificaciones (139). Analizando esta serie, se observa una
relacion entre los valores de relajatividad y los grupos funcionales utilizados que se puede

expresar de la siguiente manera:

Fosfonato > Fenolato > acetato a-sustituido > acetato > hidroxamato > >sulfonamida >

amida > piridilo > imidazol.

El gadobutrol es un medio de contraste basado en gadolinio que se utiliza en iRM y, como
se puede comprobar en la busqueda bibliografica, presenta una unién muy baja a albiumina
plasmatica. En cambio, el 4cido acetrizoico es un medio de contraste ampliamente utilizado en
exploraciones radioldogicas para la visualizacion de las vias hepatobiliares, debido
principalmente a una unién significativa a proteinas plasmaticas. En base a los resultados
obtenidos en los experimentos realizados, se ha podido verificar el mismo comportamiento
observado en el estudio de los pardmetros fisicoquimicos anteriores; ya que los compuestos
sintetizados en la presente Tesis Doctoral tienen un caracter de unién a albimina intermedio

entre los compuestos de referencia estudiados.

A partir de los resultados experimentales y bibliograficos del estudio de este parametro
fisicoquimico, se establece que al administrar los compuestos que se han sintetizado se consigue

una unioén a albimina que podria ser suficiente para visualizar las vias hepatobiliares.
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Relajatividad y nimero de aguas de coordinacion

La determinacion del parametro de relajatividad para el compuesto ICJ1901-01 se realizé
utilizando una disolucién acuosa de dicho producto a una temperatura de 25°C en un campo
magnético de 7 T. El valor de r; medido en estas condiciones es de 3,9 mM-t-s-1. Este valor de
relajatividad es muy similar al del complejo de Gd-DOTA (DOTAREM®) medido en las mismas
condiciones de temperatura y campo magnético (3.8 mM-1 s-1) (140), Se puede observar que el
valor obtenido de relajatividad para el compuesto 1CJ1901-01 es del orden al obtenido en
diferentes estudios bibliograficos para otros medios de contraste que se utilizan en iRM. De esta
manera, el valor obtenido a 1,41 T para Magnevist, Dotarem, Omniscan, Prohance, MultiHance y

Gadovist corresponde a 3,4, 3,1, 3,6, 3,2, 4,1, 3,2 mM-! s-1, respectivamente (141),

El espectro de excitacidn registrado para el compuesto ICJ1911-01 analizando la emisién
a 613 nm presenta un maximo a 318 nm (Fig. 149). Esto indica la presencia de una unidad
aromatica en el complejo, que puede usarse para la excitacion indirecta del ion metdlico
empleando el conocido efecto antena (Fig. 150) (142), De hecho, la excitacion directa del ion
lantanido es muy poco eficaz; ya que las transiciones f—f estan prohibidas por las reglas de
seleccion y, en consecuencia, presentan coeficientes de extincion molar muy bajos. Sin embargo,
la presencia de un croméforo organico en la estructura del ligando que coordina al ion lantanido
permite solucionar este problema. La excitaciéon del croméforo con radiacién UV o visible da
lugar a la poblacion de su estado excitado singlete (S1), que mediante un cruce de sistemas puede
dar lugar al estado excitado triplete centrado en el ligando (T1). La energia del estado excitado
triplete puede, a continuacion, transferirse al estado excitado del ion lantanido (el 5Do en el caso

del Eu3+), que posteriormente puede desactivarse mediante la emision de luz.
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emission
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Figura 149: Espectro de excitacion (azul) y emisién (rojo) registrados empleando una disolucién del complejo
ICJ1911-01 a una concentracién de 5x10-5 M en H20 (pH 7.0, tampé6n TRIS 0.1 M). Las longitudes de onda de
excitacién y emision utilizadas fueron Aex = 318 y Aem = 613 nm, respectivamente.
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Figura 150: Efecto antena: La excitacidn del grupo croméforo del ligando puebla el estado excitado singlete (S1), que
a su vez se transforma en el estado excitado triplete (T1) mediante un cruce de sistemas. La energia se transfiere a
continuacion al estado 5Do del ion Eu3+, que se desactiva a su estado fundamental mediante emision debida a las
transiciones 5Do—7F).

El espectro de emision registrado para el compuesto ICJ1911-01 bajo excitacién a 318 nm
muestra las bandas de emision debidas a las transiciones 5Dy—7F; (J = 0-4), que son
caracteristicas del ion Eu3+ (Fig. 149). Las diferentes transiciones se desdoblan en un maximo de
2]J+1 componentes debido al efecto del campo cristalino. El espectro muestra una inica banda
bien definida para la transicion 5Dy—7Fy, lo que sugiere la existencia de una dinica especie en
disolucion. La elevada intensidad de la transicién 5Dy—7Fy, que normalmente es muy débil,
parece indicar una simetria baja del entorno de coordinacién del metal. Las transiciones 5Do—7F)
presentan intensidades relativas de 0,05, 0,42, 0,84, 0,09 and 1,0, lo que muestra que la emision

esta dominada por la transicién 5Do—7Fa.
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Las curvas de persistencia del estado excitado 5Dy del Eu3+ con sus correspondientes

ajustes por minimos cuadrados se recogen en la figura 151.
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Figura 151: Curvas de caida de la intensidad de la emision del estado excitado 5Do obtenidas mediante la técnica de
recuento de fotones unicos (single photon counting) empleando disoluciones del compuesto IC]1911-01 en H20 y
D20. Las lineas rojas corresponden a los ajustes realizados para calcular la semivida de emisién.

El ajuste de minimos cuadrados proporciona semividas de 0,5813 y 1,6779 ms en H,0 y
D0 respectivamente. La semivida registrada en H,0 es préoxima a la registrada para complejos
de Eu3* que contienen una molécula de agua coordinada (143).

Segtn las ecuaciones de Horrocks y Parker (Ecuaciones 17 y 18), los valores del nimero

de aguas de hidratacién calculados corresponden a 1,0 y 0,9, respectivamente, indicando que el

complejo ICJ1911-01 tiene una molécula de agua coordinada al ion lantanido.
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Las principales interacciones estudiadas corresponden a la union de las moléculas de agua
del medio con la primera esfera de coordinacion del metal (144, Las moléculas de agua de la esfera
interna de los compuestos que tienen el metal en su interior se intercambian con las del medio
y, de esta manera, se propaga el caracter paramagnético al medio de interés (relajatividad de la
esfera interna de hidratacion). Posteriormente, se produce una difusiéon aleatoria del
paramagnetismo por el resto del medio (relajatividad de la esfera exterior). También hay
moléculas que, debido a los enlaces de hidrégeno con los ligandos (por ejemplo, los grupos
carboxilato o fosfonato), pueden permanecer en los alrededores de la esfera interior durante un

tiempo, lo que se define como relajatividad de la segunda esfera de hidratacion.

La relajatividad de la esfera interna de hidratacion es el pardmetro que puede ser

modificado con mayor facilidad variando la estructura de los medios de contraste.

Como se puede observar en la figura 152, la esfera interna de hidratacién (en rojo) esta
coordinada con el metal. La segunda esfera de hidratacion (en verde) estd préxima a los grupos
donde se une el metal y tiene los hidrogenos orientados hacia los oxigenos de los grupos
carboxilato, formando los enlaces de hidrogeno. Las moléculas de la esfera exterior no presentan
ninguna orientacién preferente. De las tres contribuciones, las responsables del efecto de
relajatividad del compuesto son la interna y la externa; de hecho, para realizar los calculos

tedricos, el parametro relacionado con la segunda esfera de hidratacion suele ser despreciado.

Figura 152: Tipos de moléculas de hidratacién alrededor de medio de contraste paramagnético.
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Los grupos amido se coordinan mas débilmente que los grupos carboxilato con los
lantanidos (145, por esta razon las esferas internas de hidratacion con amidas estan menos
pobladas que las de carboxilato. Esto se traduce en una mayor capacidad de intercambio de las
moléculas de agua para los grupos carboxilato frente a las amidas, ya que cuanto mayor sea la
aglomeracion estérica en la esfera de coordinacion, mas facil sera la salida de la molécula de

agua para intercambiarse en el medio.

Por la misma razon, los ligandos utilizados que presentan un mayor efecto estérico

favorecen una mayor velocidad de intercambio de las moléculas de agua con el medio (146).

Por otra parte, si el radio del lantanido utilizado se reduce, los estados de coordinacién del
metal estaran mas accesibles y aumentara la capacidad de intercambio de las moléculas de agua
de la esfera interna de hidratacion con el medio. El niimero de moléculas de hidratacién no varia
en los complejos que poseen los metales Nd, Eu, Gd, Tb, Dy y Ho; pero se ha observado que
mientras que para Nd, Eu y Gd la velocidad de intercambio de las moléculas de hidratacién no

varia y es elevada, para Tb, Dy y Ho la velocidad es menor (147)(148),

También la carga neta del medio de contraste puede afectar al intercambio de moléculas
de agua de la esfera de hidratacion con el medio. Cuanto mas negativamente cargado esté un
medio de contraste, mas rapida sera la capacidad de intercambio. Por esta razoén, el compuesto
[GA(DOTASA)(H20)]2 intercambia mas rapido las moléculas de agua que el [Gd(DOTA)(H20)]
y, de la misma manera, la capacidad de intercambio del [Gd(DOTA)(H20)]* se vera reducida al

aumentar la protonacidn del compuesto (149).

La presencia de ciertos ligandos, como por ejemplo etano-1,2-diamina y ciclohexano-1,2-
diamina combinados con piridina y grupos fosfonato (159, favorece el incremento de la velocidad

de intercambio de las moléculas de hidratacion.
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En la tabla 34 se recogen algunos datos comparativos de ligandos utilizados en medios de

contraste para el diagndstico por imagen:

Tabla 34: Valores bibliograficos de relajatividad para diferentes ligandos y medios de contraste utilizados en iRM

r1 (20 MHz; 25 °C)

Ligando Moléculas de agua
(mM-1s-1)
DTPA (146) 4,69
BOPTA (151) 5,20
DTPA-BMA (146) 4,39
DOTA (146) 4,74
DOTASA (152) 5,93
HP-DO3A (153) 3,70 (40 °Q)
DO3A (153) 4,80 (40 °C)
TTAHA (154 8,50
EGTA (155) 4,73
MP-2269 (156) 6,64
MP-2269-BSA (156) 24,5
MS-325 (57 6,60 (37 °C)
MS-325-HSA (158) 48,9
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Geometria

El espectro de RMN de protén del complejo IC]1911-01 se registré en disoluciéon de D20
(Fig. 153). Presenta una serie de picos relativamente anchos en el intervalo aproximado de -20
a 35 ppm, debido al paramagnetismo del ion metdlico, que origina tanto desplazamientos
paramagnéticos como un aumento de las velocidades de relajacidn de las sefiales de RMN (159,
El intervalo en el que se observan las resonancias de RMN es caracteristico de complejos de Eu3*
basados en cyclen. Las sefiales de los protones axiales de la unidad macrociclica que aparecen
mas desapantalladas se observan en el intervalo 30-34 ppm. El nimero de sefiales observadas
(4) es caracteristico de un entorno de baja simetria, que hace que los cuatro protones no sean
magnéticamente equivalentes. El desplazamiento observado para estas sefiales es caracteristico
del isdbmero conocido como antiprisma cuadrado (M o SA del inglés, square antiprism),
nombrado de esta manera debido al entorno de coordinacién con dicha geometria. Sin embargo,
no puede descartarse la presencia de una proporciéon menor del isobmero antiprisma cuadrado
truncado (m o TSA, del inglés, twisted-square antiprismatic), que presenta estas sefiales en torno

a 15 ppm (160,

40 35 30 25 20 15 10 S 0 -5 -0 -5 -20 -5 -30 -35

Figura 153: RMN de protén del complejo ICJ1911-01 registrado en disolucién de D20 a 25°C (400 MHz, 30 mM,
pH 7,0).
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Las estructuras de rayos X de complejos de gadolinio que tienen nueve posiciones para
coordinar con quelatos como DTPA, tienen una unién del metal a los tres nitrégenos de las
aminas y a los cinco oxigenos de los grupos carboxilo, dejando una posicién de coordinaciéon
libre para una molécula de hidratacion. En cambio, si el quelato es DOTA, el metal se une a los
cuatro nitrégenos de las aminas y a los cuatro oxigenos de los grupos carboxilo, dejando también
una posicién de coordinacion libre para una molécula de agua de hidratacién. A continuacién, se

muestra un esquema de ambas estructuras (Fig. 154) (161,

Gd-DTPA Gd-DOTA

Figura 154: Estructura cristal de Gd(DTPA) y Gd(DOTA).

Los compuestos que tienen un ligando como DOTA presentan dos tipos de isémeros, como
se observa en la figura 155. Se puede comprobar que los oxigenos de los grupos carboxilos estan
en el mismo plano y los nitrégenos estan en otro plano paralelo diferente, en una estructura de
SA o TSA (162), Debido a que el angulo W es mayor de 133° existe una molécula de agua
coordinada; ya que para angulos menores de 133° no es posible la presencia de dicha molécula
(163). Aunque en disolucidn tienden a estar en equilibrio, el mas estable en estos compuestos es

el isbmero SA (164),

d-2.35A
Y 0S'2~P

w~40°

SA TSA

Figura 155: Isdmeros de complejos con ligando como DOTA.
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Ademas, cada isomero puede presentar dos pares estereoisoméricos de enantiomeros
(688 8) / (AAAA) pudiendo variar la coordinacién con un giro opuesto del anillo aromatico y
los grupos acetatos (coordinacion SA) o si el giro es en la otra direccién del anillo aromatico y
los grupos acetatos (coordinacion TSA). En disolucién, estas conformaciones pueden
interconvertirse invirtiendo el anillo (6 § § § = A A A ), pero también variando la rotacién del
acetato (As=A). Si la inversion es s6lo de un proceso y no de los dos, daria un intercambio entre

los isémeros SA y TSA. En la figura 156 se pueden observar todas las combinaciones.

Q TSA 0
NXN\ A~ o N Yol
N\ e~ ON, /N
( \ s’ > - N\ ’ \'
L Ln | Enantiomerizacion L Ln )
OA N7 = o N/ N
/ S\ /" 7\, O
| ¢ ) — N . | S— 3
[e) O
A(AARR) A(S658)
m, m2
A ) I . .
= nversion del _~
Rotacién del § amu(.):‘__: = Rotacién del
brazo > brazo
" % - \
T 0
o \ i B
( \N N/ Enantiomerizacion N N./
20N 1 27N — NN
(o) Ln — () O — Ln o)
-~ / \ J ~ _N/ \N
N N
/ 1./ N ‘ 4 ol N\
0 (0]
A(ARAL) A(5383)
M, M,
SA

Figura 156: Equilibrios de estructuras Ln(DOTA).

En el caso de que el ligando sea el DO3A, el metal se une a los cuatro nitrégenos de las
aminas y a los tres oxigenos de los grupos carboxilo; de esta forma deja dos posiciones de
coordinacién libres y por eso presenta dos moléculas de hidratacion (165). Aun asi, el modo de
coordinacién es muy parecido al de los compuestos que tienen DOTA como ligando; ya que
presentan los mismos isémeros comentados anteriormente y SA es el isomero mas estable.
Cuando se forma un monocristal y se estudia su estructura mediante difraccion de rayos X, se ve
que estos tipos de quelatos se distribuyen como dimeros o trimeros donde los compuestos se
unen por los aniones carbonatos (166). También se ha descrito la uni6én de otros ligandos al metal

como son acetato, hidroxiacetato, aminodacidos o acido citrico (167),
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En la tabla 35 se resumen algunos datos interesantes de compuestos relacionados con los

sintetizados en la presente Tesis Doctoral:

Tabla 35: Valores bibliograficos de la geometria y moléculas de hidratacion para diferentes ligandos y medios de
contraste utilizados en iRM.

Compuesto Angulow  Angulow a Sitios de
SA () TSA () union
DOTA (162) 40 24 1 4 (-N-) + 4 (0)
DO3A (166) 39 - 2 4 (-N-) +3(0)
Gadoteridol (168) 38 26 1 4(-N-)+3(0)+1
(OH)
4 (-N- )+1(0
Gadobutrol (169 - 28 1 (-N-)+3(0) + . (@
de otro complejo)
4(-N-)+3(0)+1
Gd(DO3A-L2) (170) 39 ] 1 ( )+3(0) +
(oxigeno de la amida)
DO3ABn (171) 40 ] 1 4(N-)+3(0)+1(0

de otro complejo)
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Parametros relacionados con la sequridad

Para estudiar la toxicidad de los compuestos sintetizados durante la presente Tesis
Doctoral se han utilizado varios programas basados en predicciones in silico, como Toxtree® y
TEST®, ademas de realizarse la determinacién experimental de la ICso con una técnica in vitro

que se describira posteriormente.
Test de Ames

Seglin Toxtree®, no existe ninguna alerta de mutagenicidad ni para los compuestos de
referencia gadobutrol o acido acetrizoico, ni para los compuestos sintetizados durante la Tesis

Doctoral IC]1707-01, IC]1805-01, IC]1901-01 ni IC]1911-01.

Utilizando el programa TEST® para predecir el pardmetro de mutagenicidad, los
compuestos: acido acetrizoico, 1CJ1707-01 y el compuesto DO3A-butrol (precursor del

gadobutrol), presentan resultados negativos de mutagenicidad.

Biodegradabilidad

Segun Toxtree®, tanto los compuestos de referencia gadobutrol y acido acetrizoico, como
los compuestos sintetizados durante la presente Tesis Doctoral 1CJ1707-01, 1CJ1805-01,
ICJ1901-01 e ICJ1911-01, se consideran de clase 2 y se definen como compuestos persistentes.
Esto es debido a la ausencia de enlace terc-butilo terminal, ep6xido, anillos alifaticos no
ramificados enlazados, al menos dos grupos isopropilo terminales en compuestos lineales,
compuestos ciclicos alifaticos sin ramificaciones, uno o mas sustituyentes halogenados o
moléculas ramificadas, moléculas no ciclicas con dos sustituyentes halogenados, mas de dos
sustituyentes hidroxilos en anillos aromaticos, dos grupos diamino terminales en un compuesto
no-ciclico, dos dobles enlaces carbon-carbon terminales en una molécula no ramificada, grupo

ciano unido a una cadena de méas de 8 4tomos o grupos nitro.

Dosis letal media

Se ha utilizado el programa TEST® para evaluar el parametro de dosis letal media en ratén,
por via oral, para los compuestos acido acetrizoico, ICJ1707-01 y DO3A-butrol (precursor del
gadobutrol). Los valores obtenidos en la prediccion de la LDsg para estos tres productos han sido

10,70, 10,89y 6,33 g/Kg, respectivamente.
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Estudio de citotoxicidad

Se ha realizado un estudio de citotoxicidad para determinar el valor de la concentraciéon
inhibitoria (ICso) en diferentes compuestos, segiin el procedimiento descrito en el apartado de
MATERIALES Y METODOS. Este ensayo se ha realizado en las instalaciones del CIEMAT y los
compuestos estudiados han sido el gadobutrol y el 4cido acetrizoico como productos de
referencia, y los productos 1CJ1805-01 e ICJ1901-01 sintetizados en el presente trabajo. Los
valores obtenidos indican que ninguno de los productos evaluados presenta una toxicidad

significativa.

El valor medio de ICso obtenido para el 4cido acetrizoico es 4,04 mg/mL, y su intervalo de
confianza al 95% se encuentra entre 3,19 y 5,13 mg/mL. De los compuestos estudiados, es el que
presenta un valor de toxicidad mas elevado. La curva que relaciona la viabilidad celular en

funcion de las concentraciones estudiadas es la siguiente (Fig.157):

100+

504

Viabilidad

M 0 1 2
Log C [mg/mL]

Figura 157: Viabilidad celular (%) de células V79 en presencia de diferentes concentraciones de acido acetrizoico.

El valor medio de ICso obtenido para el producto IC]J1805-01 es 8,64 mg/mlL, y su intervalo
de confianza al 95% se encuentra entre 6,54 y 12,65 mg/mL. Es el segundo producto que
presenta un valor de toxicidad mas elevado. La curva que relaciona la viabilidad celular en

funcion de las concentraciones estudiadas es la siguiente (Fig. 158):

|,

504 N\

Viabilidad

Log C [mg/mL]

Figura 158: Viabilidad celular (%) de células V79 en presencia de diferentes concentraciones de ICJ1805-01
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Los valores de ICso para el gadobutrol y el compuesto ICJ1901-01 no pudieron
determinarse, ya que con las concentraciones maximas estudiadas no se consiguio llegar al 50%
de muerte celular. De esta manera, queda demostrado que son productos con una toxicidad atin
menor que la observada para los compuestos anteriores, pudiendo afirmar que sus valores de

ICs0 son mayores o iguales que 75 mg/mL (Fig. 159 y 160).

1004

o 1
2 1 Ty
7 509 1
©
>

0 L] 1 L] 1

1 1] 1 2
Log C (mg/mL)

Figura 159: Viabilidad celular (%) de células V79 en presencia de diferentes concentraciones de IC]1901-01

100+
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Figura 160: Viabilidad celular (%) de células V79 en presencia de diferentes concentraciones de gadobutrol
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Marcaje radiactivo

Un objetivo de esta etapa de la Tesis Doctoral es conseguir un marcaje radiactivo superior

a un 95% de pureza; lo que no quiere decir que se consiga marcar todo el producto ICJ]1707-01,

sino que toda la actividad que se extrae del generador en forma de galio-68 se introduce en la

molécula, quelando el compuesto IC]1707-01 y no existe galio sin reaccionar en el medio ni

tampoco en forma de otros productos. Con el objetivo de determinar las mejores condiciones

para conseguir una pureza radioquimica lo mas elevada posible, se han realizado una serie de

experimentos en los que se ha priorizado el estudio del tiempo de la reacciéon por microondas y

la cantidad inicial del producto ICJ1707-01 (producto sin metal).

En el primer estudio se realizaron diferentes reacciones en las que se vario el tiempo de

reaccién entre 5, 15 y 30 minutos, utilizando en todo caso 2 miligramos de producto IC]1707-01.

Se obtuvieron los siguientes cromatogramas con detector de radiactividad (Fig. 161-163)

(Tablas 36-38).

400000
300000

200000 5

Intensity [LV]

100000

01

Tiempo de reaccion:
\ 5 minutos

T
8.0 10.0 12.0

6.0
Retention Time [min]

Figura 161: Cromatograma obtenido de la reaccion de marcaje después de 5 minutos de reaccién en el detector de
radiactividad obtenido con el método de analisis 7 DAD-Radiactividad.

Tabla 36: Resultados cromatograficos de la reaccién de marcaje después de 5 minutos de reaccion en el detector de
radiactividad obtenido con el método de andlisis 7 DAD-Radiactividad.

Producto Tr (min) Area %Area Altura
1(Galio libre) 2,0 3712245 23,3 177661
2(Galio marcado) 51 12214406 76,7 425911
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300000 7 Tiempo de reaccion:
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E 200000
> /
2 1 |
£ 1
£ 100000 7] /
4 1 1
] A \
0 1 L7 v A
T T T T T v T T — v T v A T T T T T T v v 1
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

Retention Time [min]

Figura 162: Cromatograma obtenido de la reaccién de marcaje radiactivo después de 15 minutos de reaccién en el
detector de radiactividad obtenido con el método de analisis 7 DAD-Radiactividad.

Tabla 37: Resultados cromatograficos de la reaccién de marcaje radiactiva después de 15 minutos de reaccién en el
detector de radiactividad obtenido con el método de analisis 7 DAD-Radiactividad.

Producto Tr (min) Area %Area Altura
1(Galio libre) 4,1 652671 6,7 44723
2(Galio
6,0 9049675 93,3 292707
marcado)
500000 7\ Tiempo de reaccién:
- \ 30 minutos
3 4 \
% 400000 7 | \\
£ 200000 ’/ \\\
] / N
e
0.0 2.0 4.0 8.0 10.0 12.0

6.0
Retention Time [min]
Figura 163: Cromatograma obtenido de la reaccion de marcaje radiactivo después de 30 minutos de reaccion en el

detector de radiactividad obtenido con el método de analisis 7 DAD-Radiactividad.

Tabla 38: Resultados cromatograficos de la reaccién de marcaje radiactiva después de 30 minutos de reaccién en el
detector de radiactividad obtenido con el método de andlisis 7 DAD-Radiactividad.

Producto Tr (min) Area %Area Altura
1(Galio libre) 33 336290 0,6 28386
2(Galio marcado) 51 53776177 99,4 631062

Como se puede observar en los cromatogramas y tablas anteriores, con un tiempo de
reaccion de 30 minutos se llega a conseguir cerca de un 100 % de pureza radioquimica, sin

necesitar una etapa de purificacion adicional.
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Una vez optimizado el procedimiento de marcaje en relacién con el tiempo de reaccion se
procedio a disminuir la cantidad de producto ICJ1707-01 para marcar. De esta manera, se repitio
el mismo proceso utilizando 1 microgramo de producto. Como se puede observar en la siguiente
tabla, se llegd a conseguir una pureza radioquimica ain mayor que el obtenido con 2
microgramos; lo que supone una mejora muy interesante debido a que es posible conseguir
mejores resultados con la presencia de una cantidad menor de producto sin marcar en el medio

(Fig. 164) (Tabla 39).
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Figura 164: Cromatograma obtenido de la reaccién de marcaje radiactivo de 1pg de ICJ1707-01 después de 30
minutos de reaccion en el detector de radiactividad obtenido con el método de analisis 7 DAD-Radiactividad.

Tabla 39: Resultados cromatograficos de la reaccién de marcaje radiactivo de 1pg de IC]1707-01 después de 30
minutos de reaccién en el detector de radiactividad obtenido con el método de analisis 7 DAD-Radiactividad.

Producto Tr (min) Area %Area Altura

1(Galio marcado) 5,3 15422673 100 215102

Se ha conseguido un proceso de marcaje con ¢8Ga que da lugar a un compuesto marcado con una
pureza radioquimica suficiente como para utilizarse de forma directa en experimentaciéon con

animales.
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Caracterizacion bioldgica

Utilizando los compuestos IC]J1805-01 e IC]J1901-01 sintetizados durante la presente Tesis
Doctoral, se realizaron diversas pruebas con varias técnicas de diagndstico por imagen, con el
fin de observar los efectos que se podian apreciar tras administrar estos compuestos en ratones
macho. La experimentacion en PET/TAC se llevé a cabo en el CIEMAT, mientras que las pruebas

en iRM se realizaron en el Hospital Nacional de Parapléjicos de Toledo.

Imagen in vivo en iRM

Para obtener una buena imagen de las zonas de interés en una técnica como iRM, se ha
llevado a cabo un estudio de los parametros descritos previamente en el capitulo de
INTRODUCCION. De esta manera, en primer lugar, se ha realizado el denominado estudio de
calibrador (Phantom), que consiste en evaluar la relacién obtenida al analizar la sefial en la
escala de gris en funcién de diferentes concentraciones del medio de contraste. En este caso, se
han utilizado concentraciones de los compuestos estudiados IC]J1901-01 e IC]J1911-01de 0, 1, 3,
10, 25 y 50 mM. Los pocillos con las diferentes concentraciones de los medios de contraste

estudiados estan colocados siempre de la siguiente manera (Fig. 165):

Figura 165: Patron de colocacion de las disoluciones en el estudio de calibrador en iRM.
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El primer parametro estudiado para el uso del producto ICJ1901-01 en medidas de T1 ha
sido el tiempo de repeticidon Tr. Se han realizado diferentes secuencias con valores desde 35

hasta 1200 ms. La siguiente figura representa la relacion estudiada (Fig. 166):

TR 1000 TR 1200

L L

Figura 166: Iméagenes de los valores de T1 al variar Tr en funcién de la concentracién de ICJ1901-01.
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Para valores de Tr inferiores o iguales a 250 ms, el comportamiento observado coincide

con el deseado, debido a que se obtiene un color mas claro a medida que aumenta la

concentracion del producto. Sin embargo, el comportamiento de la serie se distorsiona para

valores superiores de Tg, ya que para las disoluciones con una concentracién mas elevada como

son 25 y 50 mM se obtiene una seflal mas oscura que las anteriores sin seguir con la secuencia

de color deseada. Este comportamiento se puede apreciar con mayor claridad en las siguientes

graficas, en las que se muestra la intensidad observada en cada pocillo (Fig. 167 y 168):

30000

25000

20000

15000

Intensidad (UA)

10000

5000

Intensidad de la imagen vs [ICJ1901-01]

4 —e—TR 35 —e—TR 50 TR75 TR 100 —e—TR 150
I —e—TR 200 —e—TR 250 —e—TR 350 —e—TR 450 —e—TR 550
/l/;‘ —e—TR 650 —e—TR 750 —o—TR 850 TR 1000 TR 1200
/Ie“
//
)
%
0 10 20 30 40 50 60
[1CJ1901-01]

Figura 167: Representacion grafica de la intensidad de T1 al variar Tr en funcién de la concentraciéon de ICJ1901-01.
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Figura 168: Representacion grafica de la intensidad de T1 al variar Tr en funcién de la concentracion de ICJ1901-01.

Se puede observar que, cuando Tr es superior a 250 ms, la intensidad obtenida para las
concentraciones de 25 y 50 mM es menor que para las concentraciones inferiores. Asi, se
establece la necesidad de utilizar un valor de Tr igual o menor a 250 ms para conseguir mejores

imagenes en esta técnica administrando este compuesto.

Posteriormente, se ha estudiado la relacion entre los parametros Tr y Fa en medidas de T;.
Se han realizado diferentes secuencias utilizando combinaciones de Tr desde 15 hasta 2000 ms
conFade 10,45y 90°. En las siguientes figuras (Fig. 169-182) se incluyen las imagenes obtenidas
con las diferentes combinaciones utilizadas, y las graficas que relacionan la intensidad de la

sefial con las concentraciones del producto 1CJ1901-01.
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Figura 169: Imagenes del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 171: Imagenes del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 173: Imagenes del estudio Phantom de
ICJ1901-01 variando Tr y Fa
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Figura 175: Imagenes del estudio Phantom de
ICJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 170: Gréaficas del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 172: Graficas del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 174: Graficas del estudio Phantom de
ICJ1901-01 variando Tr y Fa
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Figura 176: Graficas del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 177: Imagenes del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 179: Imagenes del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 181: Iméagenes del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 178: Graficas del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 180: Graficas del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa
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Figura 182: Graficas del estudio Phantom de
1CJ1901-01 variando Try Fa

Analizando las imagenes, se puede observar un comportamiento similar al del estudio

anterior; ya que para valores de Tr superiores a 200 ms, la serie no corresponde al patrén

esperado en el que el crecimiento de la concentracion origina un aclaramiento mayor en la escala

de gris. En cuanto al parametro de Fy, se observa una mejora de la relacion logaritmica estudiada

para valores de 90°. De hecho, estudiando los ajustes logaritmicos de las figuras 175 y 176, en

las que se muestran resultados para un Tr de 200 ms y angulos de 10, 45 y 90° en las disoluciones

desde 1 hasta 50 mM, se observan coeficientes de correlaciéon (R%) de 0,03, 0,66 y 0,99,

respectivamente. Esto demuestra que para conseguir una mejoria de los valores de T1 se debe

utilizar valores elevados de Fa.
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El tercer estudio realizado para el medio de contraste ICJ1901-01, fue para la medida de
T, variando los parametros de Fa y el tiempo de eco T:. Sin embargo, como se observa en las
siguientes figuras (Fig. 183 y 184), no se obtuvieron buenos resultados para la medida en T»
porque en ninglin caso se consiguié un patrén de crecimiento o decrecimiento de la intensidad
que se ajustase a la concentracion del compuesto utilizado en el rango estudiado. Aun asi, para
el rango de concentraciones entre 0 y 3 mM, en cualquier combinacién de Tr y Tk se consigue
una secuencia con el patrén deseado y para el intervalo entre 0 y 10 mM se puede utilizar

cualquier valor de T de los estudiados cuando Tr es 1500 ms.
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Figura 183: Imégenes de los valores de T2 al variar Tr y Tt en funcién de la concentracién de ICJ1901-01.
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Figura 184: Representacion grafica de la intensidad de T2 al variar Tr y Tk en funcién de la concentracion de
1CJ1901-01.
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Por otra parte, también se llevé a cabo un estudio de calibrador para evaluar la posibilidad
de usar el compuesto ICJ]1911-01 como medio de contraste en iRM, analizando la medida de T;.
Se han realizado diferentes secuencias para optimizar el pardmetro de Ty, utilizando valores
desde 35 hasta 1200 ms. En las siguientes figuras (Fig. 185-187) se representa la relaciéon

estudiada:

TR 1000 TR 1200

Figura 185: Imégenes de los valores de T al variar Tr en funcién de la concentracién de ICJ1911-01.
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Figura 186: Representacion gréfica de la intensidad de T1 al variar Tr en funcién de la concentraciéon de ICJ1911-01.
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Figura 187: Representacion grafica de la intensidad de T1 al variar Tr en funcién de la concentracion de ICJ1911-01.

En la imagen de la escala de gris no se observa un patrén de aclaramiento creciente a
medida que aumenta la concentraciéon de medio de contraste utilizado. De la misma forma, en
las graficas se puede verificar que no existe una relacién coherente para los valores estudiados.
Esta diferencia de comportamiento entre el compuesto con europio y el compuesto con
gadolinio puede deberse a que el europio tiene un electrén menos que el gadolinio, lo que hace
que sus compuestos tengan valores de Ti inferiores a los que presentan los productos con
gadolinio. De hecho, el compuesto con europio ICJ1911-01 se ajusta al patrén de
comportamiento esperado para concentraciones entre 0 y 10 mM cuando Tk es igual o inferior

a 100 ms.
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Una vez estudiados los parametros comentados anteriormente para evaluar la posibilidad
de utilizar los compuestos 1CJ1901-01 e ICJ1911-01 como medios de contraste en iRM, se ha
realizado un estudio comparativo de los dos compuestos en una misma secuencia; usando
78,3ms de Tg, 1,5 ms para Tg 90° de Fa y las mismas concentraciones comentadas
anteriormente. Se obtienen las siguientes imagenes en las que se repite el mismo

comportamiento observado en los anteriores estudios (Fig. 188):

BioSpec 70/30USR AV3HD Phanton_Eu_agua ¥ BioSpec 70/30USR AV3HD
6.0.1 6.0.1

IMA 1/ IMA 1/1
DCE_FLASH / Bruker:FLASH DCE_FLASH / Bruker:FLASH

Figura 188: Imagenes obtenidas con el método definitivo en iRM para IC]1901-01 (izq.) e ICJ1911-01 (der.).

En el estudio in vivo se ha repetido durante 70 minutos una secuencia de 0,8 segundos en
las mismas condiciones que el Gltimo estudio de calibrador comentado, es decir, 78,3 ms de T,
1,5 ms para Tg y 90° de Fa. Se han analizado las imagenes de diferentes zonas del interior del
cuerpo de cinco ratones después de administrar una disoluciéon del compuesto 1C]J1901-01 en

una concentracion de 0,03 M (0,1 mmol/Kg) (Fig. 189).

-'\r

Figura 189: Imagenes de un ratén previo al estudio in vivo en iRM
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La siguiente imagen (Fig. 190), en diferentes cortes del interior del ratén, demuestra que
la administracion intravenosa del medio de contraste 1CJ1901-01 permite la visualizacidn del

corazoén, el higado, el estdmago, la vejiga y los rifiones por iRM:

Estdmago

e @
Eliga  §

“,:‘“ ¥ )4\ O ‘é -
> 1 R ¥ |

Figura 190: Imagenes de varios cortes de un ratén obtenidas en el estudio de iRM..
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También se ha estudiado la distribucién y eliminacién del producto 1CJ1901-01 a lo largo
del tiempo. En los diferentes cortes del interior del raton se puede observar la diferencia entre
las imagenes obtenidas antes de la administracién del compuesto (basal) y transcurridos 2 y 72
minutos después de la administracién. Se puede apreciar que a tiempos cortos existe una buena
visualizacion del higado y sus conductos hepdticos, ademas de los rifiones. Estos ultimos

mantienen la capacidad de ser visualizados 72 minutos después de la administraciéon (Fig. 191).

Basal

2 min

72 min

Figura 191: Iméagenes de varios cortes de un ratén obtenidas en el estudio de iRM a diferentes tiempos
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A continuacién, se analiza un mismo corte del animal en el estado basal, a los 12 y 24
minutos después de la administracion. Tras la administraciéon se pueden visualizar los rifiones y

la eliminaci6n del producto a la vejiga (Fig. 192).

Figura 192: Estudio de las imagenes de rifién en iRM.

Existe la posibilidad de cuantificar la intensidad de la sefial en una ROI, definida por el
organo a estudiar en cada caso. En la siguiente grafica se muestra que, tanto la distribucién en

los rifiones como la eliminacién en la vejiga son de tipo exponencial (Fig. 193):

Curvas de distribucidn y eliminaciéon

- N
Ul O

Intensidad (UA)
=

o
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Tiempo (min)

Rifon izq Rifon der Vejiga

Figura 193: Representacion grafica de la distribucién y eliminacién del producto 1CJ1901-01 en el tiempo en iRM
para vejiga y los rifiones.
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Si se analiza en profundidad el siguiente corte del cuerpo del ratén incluido en la secuencia
de imagenes representada en la Figura 191, se puede ver que a tiempos cortos (2 minutos) se

consigue la visualizacion del higado y los conductos hepaticos (Fig. 194).

Figura 194: Estudio de las imagenes del higado en iRM

Al igual que para los rifiones y la vejiga, analizando la intensidad del ROI definido por el
higado durante los 70 minutos de toma de datos, se observa una distribucién también de tipo

exponencial (Fig. 195).

Curvas de distribucion y eliminacion
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Figura 195: Representacion grafica de la distribucién y eliminacién del producto ICJ1901-01 en el tiempo en iRM

para el higado.
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Imagen in vivo en PET/TAC
El producto 1CJ1805-01, que se obtiene seglin el procedimiento de marcaje con galio-68
radiactivo comentado anteriormente, permite obtener imagenes de las zonas interiores del

cuerpo cuando se utiliza un equipo de PET (Fig. 196).

Figura 196: Imagenes de un ratén previo al estudio in vivo en PET/TAC.

En funcién de la cantidad de producto que se administra, puede modificarse la
distribucién y eliminacién del medio de contraste en los 6rganos y otras zonas de interés del
interior del cuerpo. Se han disefiado diferentes experimentos en los que se han tomado imagenes

en un equipo de PET/TAC variando la dosis del compuesto IC]J1805-01.

Experimento 1

Se marca 1 nmol del producto ICJ1707-01 con galio-68 segtin el procedimiento de marcaje
radiactivo descrito en MATERIALES Y METODOS y se preparan varias jeringas de unos 100 pL,
obteniendo unas actividades medidas de 8,54 y 5,92 MBq.

Después de realizar una imagen del estado basal en TAC, se inyectan las jeringas cargadas
con anterioridad a 2 ratones (la actividad inyectada a cada ratén es de 6,55y 1,45 MBq) y se
realiza el primer estudio dindmico en PET durante 20 minutos, finalizando con la adquisicién de

la imagen en TAC. En este caso la cantidad del producto administrado es del orden de 2 ng.

En la siguiente figura (Fig. 197) se muestran las imagenes PET/TAC de la prueba en la que
se administra una mayor actividad (6,55 MBq), diferenciando la imagen de los valores
acumulados de actividad para cada uno de los periodos de 5 minutos analizados. Se observa que
la administracién del compuesto IC]1805-01 permite la visualizacidn del corazén, higado, vejiga

y rifiones a través de PET.
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Periodo 1

Periodo 2

Periodo 3

Periodo 4

Figura 197: Imégenes obtenidas en el experimento 1 en PET/TAC
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De una forma mas detallada, en las siguientes imagenes (Fig. 198-200) de diferentes cortes
del ratén obtenidas al analizar el acumulado total al final del estudio dindmico, se pueden
apreciar con mayor resolucion los érganos destacados en este estudio como son el corazén, el

higado, los rifiones y la vejiga.

Corazon

Higado

Vejiga

Corazon

Higado

Riflones

Vejiga

Corazon

Higado

Riflones

Figura 200: Imagen de la actividad total acumulada en un corte de un ratén obtenidas en el estudio de PET/TAC.
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Experimento 2

Se marca 1 nmol del producto ICJ1707-01 con galio-68 segun el procedimiento de marcaje
radiactivo descrito en MATERIALES Y METODOS. Se preparan varias jeringas de unos 150 pL de
una disolucién compuesta por 50 pL de la disolucién obtenida segin el proceso de marcaje
radiactivo (ICJ1805-01 con galio-68), y 100 pL de una disolucién del compuesto 1C]J1805-01 con
galio “frio” en una concentracion de 0,3 M (dosis equivalente a la utilizada en la administraciéon
de medios de contraste en exploraciones radioldgicas, 1 mmol/Kg). En las jeringas se obtienen

unas actividades medidas de 3,03 y 3,14 MBq.

Después de realizar una imagen del estado basal en TAC, se inyectan las jeringas cargadas
con anterioridad a 2 ratones (la actividad inyectada a cada ratén es de 1,06 y 0,32 MBq) y se
realiza el segundo estudio dindmico en PET durante 20 minutos, finalizando con la adquisicién

de la imagen en TAC. En este caso la cantidad del producto administrado es de 32 mg.

En la figura 201 se observan las imagenes PET/TAC de la prueba en la que se administra
una mayor actividad (1,06 MBq), diferenciando la imagen de los valores acumulados de
actividad para cada uno de los periodos de 5 minutos analizados. De la misma forma que en el
experimento 1, la administraciéon del compuesto permite la visualizacion del corazon, el higado,

los rifiones y la vejiga.
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Ensayo 2

Figura 201: Iméagenes obtenidas en el experimento 2 en PET/TAC.
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Experimento 3

Se marca 1 nmol del producto ICJ1707-01 con galio-68 segun el procedimiento de marcaje
radiactivo descrito en MATERIALES Y METODOS. Se preparan varias jeringas de unos 100 pL de
una disoluciéon compuesta por 900 pL de la disolucién obtenida segin el proceso de marcaje
radiactivo (ICJ1805-01 con galio-68), y 100 pL de una disolucion del compuesto 1CJ1805-01 con
galio “frio” en una concentracion de 0,3 M (dosis equivalente a la utilizada en la administraciéon
de medios de contraste en resonancia, 0,1 mmol/Kg). En las jeringas se obtienen unas

actividades medidas de 6,29 y 6,69 MBq.

Después de realizar una imagen del estado basal en TAC, se inyectan las jeringas cargadas
con anterioridad a 2 ratones (la actividad inyectada a cada ratén es de 4,77 y 2,80 MBq) y se
realiza el segundo estudio dindmico en PET durante 20 minutos, finalizando con la adquisicién

de la imagen en TAC. En este caso la cantidad del producto administrado es de 3,2 mg.

En la figura 202 se observan las imagenes PET/TAC de la prueba en la que se administra
una mayor actividad (4,77 MBq), diferenciando la imagen de los valores acumulados de
actividad para cada uno de los periodos de 5 minutos analizados. De la misma forma que en los
experimentos 1 y 2, aunque con una mayor intensidad en este caso, la administracion del

compuesto permite la visualizacion del corazdn, el higado, los rifiones y la vejiga.
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Ensayo 3

Periodo 1

Periodo 2

Periodo 3

Periodo 4

Figura 202: Iméagenes obtenidas en el experimento 3 en PET/TAC.
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En la figura 203 se comparan las imagenes obtenidas en las que se ha administrado una
actividad similar en cada uno de los experimentos (1,45 MBq en el experimento 1, 1,06 MBq en

el experimento 2 y 2,80 MBq en el experimento 3):

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3

Periodo 1

Periodo 2

Periodo 3

Periodo 4

Figura 203: Imdgenes PET/TAC obtenidas durante los 20 minutos posteriores a la inoculacién de las disoluciones
preparadas segun se describe en los experimentos 1, 2 y 3.

Se puede apreciar cémo, transcurrido el tiempo, se produce una mayor acumulacién en
diferentes 6rganos como los rifiones, el higado o el corazén cuando se utiliza una mayor

concentracion de los productos administrados.
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Por otra parte, se ha evaluado la captacién media del radiotrazador en las diferentes ROIs

a través de los resultados obtenidos en los tres experimentos descritos anteriormente.

Los valores SUV en la ROI definida por el corazoén, que sirven para explicar la distribucién
y eliminacién en el torrente sanguineo, disminuyen de forma exponencial durante los 20
minutos tras la administracidn del radiotrazador. No existen diferencias significativas cuando al
radiotrazador se le afiade ICJ1805-01 con galio “frio” en diferentes cantidades

(experimentos 2 y 3). Este comportamiento se muestra en la figura 204:

3

Corazon

—— [%®Ga]IC]1805-01 (1)
—— 1CJ1805-01 (2)
—— 1CJ1805-01 (3)

Periodo
Figura 204: Valores SUV en el corazon obtenidos en los estudios dindmicos para los 3 experimentos.

Los valores SUV en la ROI definida para el higado también disminuyen de forma
exponencial durante los 20 minutos tras la administraciéon del radiotrazador, sin observarse
tampoco un comportamiento diferente cuando a este se le afiade IC]J1805-01 “frio” en diferentes
cantidades (experimentos 2 y 3). Este comportamiento se muestra a continuaciéon en la

figura 205:

Higado —— [¢8Ga]IC]1805-01 (1)

2.0+ —— [CJ1805-01 (2)
N 154 —— [CJ1805-01 (3)
2

1.0+

0.54

0.0-

1 2 3 4
Periodo

Figura 205: Valores SUV en el higado obtenidos en los estudios dindmicos para los 3 experimentos.
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Los valores SUV en la ROI definida por la vejiga se incluyen en la figura 206, aunque no
aportan ninguna informacién relevante al no poder cuantificar la cantidad total del
radiotrazador en toda la vejiga. Este problema existe porque la cama de la imagen en PET no

permite definir una ROI completa de toda la vejiga.

40 .
Vejiga ——[%8Ga]ICJ1805-01 (1)

304 ——1CJ1805-01 (2)

o _—| ——1cJ1805-01 (3)
> 20 _1,#

104
/ ___-;__————

Periodo
Figura 206: Valores SUV en la vejiga obtenidos en los estudios dindmicos para los 3 experimentos.

La ultima ROI analizada corresponde a la definida por el rifién, y los valores SUV son los
que se muestran en la figura 207. Tal como sucedia con los niveles en el corazdn y el higado, los
valores disminuyen exponencialmente cuando se administra el radiotrazador solo
(experimento 1) y también en el caso de afiadir el compuesto IC]1805-01 “frio” en una dosis del
orden de la utilizada en las exploraciones en iRM (experimento 3). Sin embargo, al afiadir
ICJ1805-01 “frio” en una dosis del orden de la utilizada en exploraciones radiolégicas
(experimento 2), los niveles en rifidn permanecen practicamente constantes durante los 20
minutos posteriores a la administracion, indicando que puede llegar a existir saturacién de los

procesos de excrecion renal.
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—=—[68Ga]ICJ1805-01 (1)
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Periodo

Figura 207: Valores SUV en el rifién obtenidos en los estudios dindmicos para los 3 experimentos.
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Una vez normalizados los resultados obtenidos en los diferentes experimentos de
PET/TAC con la cantidad de producto administrada utilizando la actividad especifica (S), es
posible determinar y relacionar algunos parametros farmacocinéticos comentados
anteriormente en MATERIALES Y METODOS para evaluar el comportamiento del producto en el

organismo en las pruebas in vivo (Ec. 51).

_ Actividad administrada (uCi)

)= (51)

Dosis administrada (masa)

En las representaciones graficas que se muestran a continuacién, se puede demostrar que
el modelo que mejor describe la distribucién y eliminacién del compuesto IC]J1805-01 en el
organismo es el bicompartimental, ya que es posible observar las fases de disposicion rapida y
lenta. El primero de los segmentos, que corresponde a la fase alfa de disposicién rapida, esta
relacionado principalmente con la distribucién al compartimento periférico y el retorno de éste.
El segundo segmento corresponde a la fase beta de disposicion lenta, en la que estan implicados

procesos de distribucién y eliminacién, siendo estos ultimos los predominantes.

En este caso, se ha estudiado la distribucién y eliminacién del producto en el torrente
sanguineo (sangre), asf como en las vias hepaticas, utilizando las ROIs definidas por el corazén
y el higado respectivamente. Ambos sistemas se ajustan mediante una utilidad para Excel de
regresion no lineal (172 que permite calcular los parametros farmacocinéticos segtn las

ecuaciones descritas en el apartado de MATERIALES Y METODOS.
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En la figura 208 se puede apreciar que el perfil relacionado con la distribucién y
eliminacién en el torrente sanguineo después de la administracién intravenosa del producto es
similar, independientemente de la concentracién de producto administrada. En la figura 209,
relacionada con la distribucién y eliminacién del producto por la via hepatica, se puede observar
un comportamiento similar al obtenido para el torrente sanguineo. Posteriormente, se

analizardn en profundidad ambos comportamientos a partir de los parametros farmacocinéticos

calculados.
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Figura 208: Representacion grafica de la distribuciéon y eliminacién del producto ICJ1805-01 en el torrente
sanguineo. Incluye el estudio del parametro farmacocinético AUC en funciéon de la dosis administrada.

.
Higado
10.000,00 3
1.000,00 § \‘\*‘r — —— - -—
L Y
100,00 4 e a—
10,00 4 AUC
120000
- _, 100000 R*=0,9997 ..
3 1,00 4 B
£ £ 80000 # 31560 pg (RX)
o =
3 £ 60000 $156 g (R0)
- E n ng (i
2 o0
& o010 Z 40000
< 20000 . 40,002 g (PET)
=< 0 e
001 4 20000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000
g 1CJ1805-01
0,00 §
0,00 4 ‘\c\,*
g - - r'S - K3 * *
0,00 ! ! ! ! :
0 5 10 15 20 25

Tiempo (min)

Figura 209: Representacion grafica de la distribucién y eliminacién del producto ICJ1805-01 en el higado. Incluye el
estudio del parametro farmacocinético AUC en funcidon de la dosis administrada.
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Una vez demostrado que la distribucién y eliminacién del producto se ajusta a un modelo
bicompartimental, se pueden determinar una serie de parametros farmacocinéticos que se
describieron previamente en el capitulo de MATERIALES Y METODOS. En la siguiente tabla
(Tabla 40) se incluyen los resultados de dichos parametros para la distribucién y eliminaciéon

del producto, tanto en la sangre como en el higado, para las diferentes dosis administradas:

Tabla 40: Parametros farmacocinéticos determinados.

Dosis PET Dosis iRM Dosis TAC
(Experimento 1) (Experimento 3) (Experimento 2)
Sangre Higado Sangre Higado Sangre Higado
Dosis (ug) 0,002 0,002 3156 3156 31560 31560
A (ng/mL) 0,0003 0,0002 502 270 8045 3908
o (min-) 0,850 0,850 0,942 1,450 1,240 1,239
B (ug/mL) 0,0001 0,0001 211 195 1598 1308
B (min-1) 0,050 0,040 0,032 0,025 0,017 0,014
Co (ng/mL) 0,00046 0,00028 714 465 9643 5217
ty,« (min) 0,82 0,82 0,74 0,48 0,56 0,56
ty,g (min) 13,86 17,33 21,51 27,55 40,80 50,51
K21 (min1) 0,273 0,348 0,301 0,623 0,220 0,321
K12 (min1) 0,471 0,445 0,572 0,794 0,942 0,879
Ki2/Ka1 1,723 1,279 1,898 1,276 4,286 2,738
K10 (min‘1) 0,155 0,098 0,101 0,059 0,096 0,053
V¢ (mL) 4,4 7,2 4,4 6,8 33 6,1
Vg (mL) 13,6 17,5 13,8 15,8 18,5 23,4
Cl (mL/min) 0,68 0,70 0,45 0,40 0,31 0,32
AUC 0,0029 0,0029 7087 7933 100564 98482
(ng-mL-1.min)

238



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion bioldgica

Comparando los parametros que se han determinado, se puede explicar con mayor

conocimiento como es la distribucién y eliminacion del producto después de la administracion

del compuesto ICJ1805-01 en diferentes dosis. Analizando la sangre y el higado se deduce que:

Ademas de la similitud observada en los perfiles de distribucion y eliminacién del producto
en la sangre y el higado, se puede confirmar este comportamiento con los valores de las
constantes referidas a cada segmento como son «a (distribucién) y f (eliminacién), siendo
estas del mismo orden en ambos casos.

Se puede confirmar que el producto presenta un claro caracter bicompartimental, aunque no
parece que haya una acumulacién en los tejidos periféricos. La relacion Ki2/K>: es, en todos
los casos, superior a 1, lo que indica que el gradiente del producto se establece desde el
compartimento central hacia los periféricos.

Puesto que se puede definir la constante de distribuciéon y eliminacién de la sangre (Kio sangre)
como la suma de las constantes de velocidad de eliminacién por las diferentes vias de
eliminacidn principales, que suelen ser la hepatica y la urinaria; se observa que la eliminacién
por las vias hepaticas supone un 59% de la eliminacién total por lo que existe una
acumulacién importante en el higado.

La cantidad del farmaco que accede a la zona estudiada en ambos casos (circulacién sistémica
y eliminacioén por via hepatica), definida por el pardmetro de AUC, presentan valores del

mismo orden para la sangre y el higado en cada una de las tres concentraciones evaluadas.

Analizando la evolucion de estos parametros en cada o6rgano en funciéon de la

concentracion administrada se puede confirmar que:

Como se representa en las graficas anteriores, existe una relacidn lineal entre el parametro
AUCy la dosis administrada en los dos sistemas estudiados, siendo R?2=0,9992 para la sangre
y R2=0,9997 para el higado. Esto indica que hay una buena linealidad de dosis en todo el rango
de las concentraciones administradas.

Los valores de los parametros Kip y Cl en ambos 6rganos, para las dosis de iRM y TAC, se
mantienen practicamente constantes indicando que el proceso es constante y que no existe
un proceso de saturacion. En esta comparativa no es recomendable tener en cuenta la dosis
de PET por ser demasiado baja.

La relacion K;2/K2; mayor que la unidad implica que el compuesto se esta distribuyendo en
toda el agua intracelular profunda y queda retenido de forma mas o menos prolongada en
depdsitos tisulares. Como se observa, este valor aumenta segin aumenta la dosis
administrada y por lo tanto, esto indica que existe una retencién del compuesto en alguna

parte del compartimento periférico.
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Imagen in vivo en rayos X (TAC)

Debido a que los compuestos sintetizados IC]1805-01,1CJ1901-01 e ICJ1911-01 presentan
tres atomos de yodo y un metal de elevado peso molecular como galio, gadolinio y europio,
respectivamente; dichos productos tienen la capacidad de absorber los rayos X y tienen por ello
la posibilidad de ser utilizados en exploraciones de rayos X. Para evaluar esta posibilidad, se ha
realizado un estudio de calibrador (Phantom), que consiste en evaluar la relacién obtenida al
analizar la sefial en la escala de gris en funcidn de las diferentes concentraciones de cada medio
de contraste utilizado. En este caso, las concentraciones utilizadas de los compuestos estudiados

1CJ1805-01,1CJ1901-01 e ICJ1911-01 hansido 0,08, 0,30, 1,18, 4,7, 18,8, 75 y 300 mM, colocadas

0,08
‘ e »
18,8
mM

Figura 210: Patrén de colocacién de las disoluciones en el estudio de calibrador en rayos X

segun la figura 210:

A continuacién, se pueden observar las imagenes obtenidas en el estudio para cada uno

de los compuestos (Fig. 211).

1CJ1805-01 1CJ1901-01 1CJ1911-01

Figura 211: Iméagenes obtenidas en el estudio de calibrador (Phantom)
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Analizando la densidad de las disoluciones (expresada en unidades Hounsfield, HU), se
observa que para concentraciones del compuesto por debajo de 1,18 mM la densidad obtenida
es similarala del agua (133+16). La densidad muestra un incremento lineal con la concentraciéon
a partir de 4 mM, tal como se muestra en la figura 212.

5000 -
—e— 1CJ1805-01
4000 - —e— 1CJ1901-01
—e— 1CJ1911-01

3000-

2000-

Densidad
(Unidad Hounsfield)

1000 -

0 I 1 ] ] 1
0 100 200 300 400

Concentracion (mg/mL)

Figura 212: Relacién de la sefial en funcién de las concentraciones estudiadas.

Las rectas de regresion obtenidas corresponden a las siguientes ecuaciones:

1C]1805-01 Y =1130-X+133,1
ICJ1911-01 Y=1180-X+130,8
ICJ1901-01 Y =13,65 X + 149,8

En el estudio de las pendientes se puede observar, como era de esperar, que existe una
relaciéon entre la sefial obtenida en rayos X y los nimeros atémicos de los metales que se
encuentran en el interior de las estructuras macrociclicas de los compuestos estudiados. De esta
manera, el compuesto que presenta una mayor sefial en la técnica de rayos X es el 1ICJ1901-01
ya que tiene una pendiente superior (13,65+0,06) debido a la presencia de un quelato de
gadolinio (Z=64), seguido por el compuesto 1C]J1911-01 (pendiente 11,80+0,13) que presenta
un quelato de europio (Z=63) y, por ultimo, el compuesto I1CJ1805-01 (pendiente 11,30+0,12)

que presenta un quelato de galio (Z=31).
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En base a estos resultados, se ha realizado un experimento in vivo basado en el andlisis de
imagenes de un ratén después de administrar la disoluciéon del compuesto ICJ1901-01 en una
concentracion de 0,3 M, consiguiendo de esta forma una dosis equivalente a la utilizada en

exploraciones de rayos X (1 mmol/Kg).

La imagen obtenida alrededor de 3 minutos después de administrar el compuesto
(aproximadamente lo que se tarda en introducir el animal en el escaner) muestra que el
contraste se encuentra en el higado (aunque con poca sefial), en los rifiones y en la parte superior
de la vejiga que se encuentra mas cerca de la camilla, quizas debido esto dltimo a la densidad del

compuesto (Fig. 213).

Figura 213: Imagen TAC tras administrar ICJ1901-01.
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V. CONCLUSIONES

Una vez descritos los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente trabajo de
investigacidn, es posible establecer una serie de conclusiones que dan respuesta a los objetivos
planteados al inicio de la Tesis Doctoral. De forma general, se puede afirmar que se ha alcanzado
el objetivo principal propuesto al haberse conseguido la sintesis de un grupo de compuestos que
pueden ser utilizados como medios de contraste multimodales en el campo del diagnéstico por

imagen.

Se ha llevado a cabo la sintesis y purificacién de los compuestos de interés en un proceso
de nueve etapas, en las que los productos intermedios y finales han presentado una pureza
acorde con su posterior aplicacion. La caracterizacion espectroscopica de los productos finales
ha confirmado que se trata de los compuestos objeto de sintesis, formados por una estructura
aromatica triyodada que se une por un espaciador a un macrociclo que posibilita la formacién
de quelatos de diferentes metales, en funcién de la técnica de diagnéstico utilizada. La evaluacion
de los parametros relacionados con la seguridad ha permitido verificar que estos productos

presentan una baja toxicidad.

En cuanto al estudio de los parametros fisicoquimicos, la osmolalidad, el coeficiente de
reparto y la afinidad por seroalbiimina bovina demuestran que el comportamiento de los
compuestos sintetizados es intermedio al observado para el gadobutrol, utilizado como agente
de contraste en iRM; y el acido acetrizoico que se usa en exploraciones radiologicas. Ademas, se
ha comprobado que los productos objeto de estudio tienen una unién a proteina plasmatica
suficiente para favorecer su retencion en el interior del cuerpo humano, metabolizandose en el
higado y permitiendo la visualizacién de la via hepatica; aunque esta unién no llega a ser
suficiente para que los compuestos puedan comportarse como blood pool agents. Por otra parte,
el valor de relajatividad obtenido para el compuesto de gadolinio (ICJ1901-01) sefiala un
comportamiento similar al del DOTAREM®, que se utiliza en iRM. En definitiva, estos resultados
dan a entender que los compuestos sintetizados pueden ser utilizados como medios de contraste

para la visualizacion de las zonas deseadas.

En relacién con el proceso de marcaje del ICJ1707-01, se han conseguido unas condiciones
6ptimas que han dado lugar a la obtencién de un producto con galio-68 de una elevada pureza

radioquimica para su posterior aplicacion en técnicas de medicina nuclear como PET o SPECT.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el estudio de calibrador (Phantom) han mostrado una buena
correlacién entre la sefial y la concentracion utilizada de los compuestos en iRM y TAC, lo que

indica que son validos para su uso en las técnicas mencionadas de diagnéstico por imagen.

Con el objetivo de evaluar la aplicabilidad de los compuestos sintetizados como medios de
contraste para las diferentes técnicas de diagnéstico por imagen, se han realizado una serie de
pruebas in vivo en iRM, TAC y PET/TAC. Después del tratamiento de las imagenes obtenidas, es
posible concluir que la administracién de dichos productos permite la visualizacién de 6rganos
como el corazon, el higado, el estomago, los rifiones y la vejiga; lo que confirma su uso como
medios de contraste multimodales que pueden ser utilizados tanto en técnicas independientes
como en combinaciones de ellas. Sin embargo, la dificultad en la visualizacion de la vesicula biliar
no ha permitido confirmar su distincién con respecto a los tejidos y érganos circundantes.
Ademas, como ya predecian los resultados obtenidos en el estudio de afinidad por albimina, no

se observa un comportamiento de los compuestos como blood pool agents.

El estudio farmacocinético llevado a cabo con los resultados obtenidos en las pruebas
in vivo realizadas en PET/TAC, indican por una parte que los productos presentan una buena
linealidad de la dosis en todo el rango de concentraciones administradas y, por otra, que se
observa una elevada eliminaciéon por la via hepatica (del orden del 60%), permitiendo la
visualizacién del higado y de los conductos biliares. A pesar de los buenos resultados obtenidos,
posiblemente se podria mejorar la calidad de las imagenes si la eliminacién del producto
transcurriera de una manera mas lenta dando lugar a concentraciones en el higado mas elevadas

y prolongadas en el tiempo. Esto facilitaria la distincién del higado con una mayor resolucion.

En definitiva, la estructura que caracteriza a los compuestos sintetizados en este trabajo
cumple con las expectativas marcadas y ha permitido alcanzar los objetivos principales
planteados al inicio de esta Tesis Doctoral. Merece la pena destacar la importancia de estos
productos, ya que pueden suponer el inicio de una serie de compuestos que tengan la posibilidad
de ser utilizados como medios de contraste para el espacio intravascular (blood pool agents) y
que presenten una eliminacién mas lenta en el higado permitiendo asi su visualizacion. Esta
optimizacidon se podria conseguir a través de modificaciones en la estructura de los compuestos
estudiados, aplicando el conocimiento adquirido durante el desarrollo de este proyecto de

investigacion.
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“Lo que sabemos es una gota de agua;

lo que ignoramos es el océano”

Isaac Newton
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