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Resumen

Las tauopatias, incluido el Alzheimer, son enfermedades neurodegenerativas caracterizadas
por la acumulacion anormal de la proteina tau en el cerebro. La propagacion de tau a través
del cerebro es un aspecto importante en la progresion de estas enfermedades. Por esta razon se
estan desarrollando nuevos biomarcadores para detectar y cuantificar la proteina tau en el
cerebro mediante técnicas de imagen, lo que podria permitir una deteccion temprana y un
seguimiento preciso de la enfermedad. Ademas, se estan desarrollando terapias destinadas a
modificar la acumulaciéon y propagacion de tau en el cerebro. Aunque ain no existe una cura
para las tauopatias, la investigaciébn en curso ofrece esperanzas para el desarrollo de
tratamientos mas efectivos en el futuro, que permitirian un estudio y un seguimiento
individualizado a cada paciente. En este trabajo, se presenta la sintesis orgdnica de un
radiotrazador especifico para proteina tau con la finalizad de ser utilizado para el diagnostico

precoz de tauopatias mediante tomografia de emision de positrones (PET).

Abstract

Neurodegenerative conditions known as tauopathies, such as Alzheimer's disease, are defined
by an abnormal buildup of tau protein in the brain. The spread of tau throughout the brain is
an important aspect in the progression of these diseases. For this reason, new biomarkers are
being developed to detect and quantify tau protein in the brain using imaging techniques,
which could allow early detection and accurate monitoring of the disease. In addition,
therapies aimed at modifying the accumulation and spread of tau in the brain are being
developed. Although tauopathies are still incurable, ongoing research offers hope for the
potential development of more effective future treatments, which would allow individualized
study and follow-up for each patient. In this work, we present the organic synthesis of a
radiotracer specific for tau protein with the aim of being used for the early diagnosis of

tauopathies by positron emission tomography (PET).
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MS Espectrometria de masas
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Introduccion

Las tauopatias, incluida la enfermedad de Alzheimer, son trastornos neurodegenerativos que
se producen por la acumulacion anormal de agregados de proteina tau en el cerebro. Estos
procesos patoldgicos provocan la degeneracion de las células del tejido nervioso, causando

desérdenes cognitivos y conductuales y pueden resultar en la muerte del paciente(1).

Las tauopatias abarcan mas de 20 entidades clinicopatologicas, incluida la enfermedad de
Alzheimer que, de acuerdo con estudios recientes de la OMS, constituye la forma méas comun
de demencia, siendo la causante de entre el 60 y el 70% del total, seguida de la Enfermedad
de Huntington, la Esclerosis lateral amiotrofica (ELA), la Enfermedad de Parkinson y los
sindromes parkinsonianos(2,3). Aunque, como ya se ha mencionado, el Alzheimer es la
principal causa de demencia y trastornos neurodegenerativos, existen otras tauopatias como la
enfermedad de Pick, la pardlisis supranuclear progresiva, la degeneracion corticobasal o la
degeneracion ganglionar corticobasal, entre otras. Existen importantes similitudes clinicas,
patoldgicas, bioquimicas y genéticas en el abanico de estas enfermedades y han ayudado a
avanzar en nuestra comprension de los factores etioldgicos que inician la neurodegeneracion y
la acumulacion de tau(3). Pese a que cada una de estas enfermedades se distingue por sus
particulares caracteristicas, tanto clinicas como patoldgicas, todas ellas comparten la
presencia de una elevada acumulacion de agregados de proteina tau en el tejido cerebral, que

sera un elemento fundamental en la aparicion y desarrollo de la demencia(4).

La proteina tau ejerce un rol crucial en la estabilizacion de los microtubulos en las células
nerviosas, pero en condiciones patoldgicas se produce una alteracion en su estructura y
funcién. Cuando se produce esta situacion, es mas factible que derive en la formacién de
ovillos neurofibrilares y contribuye a la disfuncidon neuronal caracteristica de enfermedades

como el Alzheimer y otras tauopatias(5).

La proteina tau es una de las principales proteinas que se asocian a los microtubulos (MAP) y
juega un papel fundamental en la estabilizacion y ensamblaje de la estructura de los
microtubulos al interactuar con la tubulina presente en ellos(6). Esta interaccidon es crucial

para preservar la integridad y funcion adecuada de los microtubulos en las células(7).
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El gen MAPT humano, ubicado en el locus 17q21 del cromosoma 17, es el responsable de la
expresion de la proteina tau(8,9). Este gen consta de 16 exones, y como resultado de las
modificaciones post-transcripcionales del ARNm, se produce un proceso llamado
procesamiento de corte alternativo o splicing alternativo, debido a la presencia de estos 16
exones(10). Como resultado de este proceso de splicing alternativo, se generan diferentes

isoformas de la proteina tau en el cerebro prenatal y en el cerebro postnatal temprano(8,9).

En el cerebro adulto, sin embargo, solo se observan expresadas seis isoformas de la proteina
tau. Estas isoformas difieren en longitud de aminoacidos, abarcando un rango de 352 a 441
aminoacidos, y se distinguen por la presencia o carencia de los exones 2, 3 y 10(8). La
inclusion o exclusion de estos exones en el proceso de splicing altera la estructura y funcion
de la proteina tau, lo que puede tener implicaciones en su capacidad para interactuar con los
microtubulos y participar en la constitucion de ovillos neurofibrilares caracteristicos de

enfermedades como el Alzheimer(11,12).

El entendimiento del splicing alternativo de la proteina tau y la generacion de sus diferentes
isoformas es de gran importancia para comprender la diversidad y la funcién de esta proteina

en condiciones normales y en enfermedades neurodegenerativas(13).

Las modificaciones post-traduccionales son procesos quimicos que ocurren después de la
sintesis de una proteina y desempefian un papel crucial en la regulacién y funciones de la
proteina tau. Estas modificaciones son fundamentales para el correcto funcionamiento de la
proteina, pero si no realizan de manera adecuada, pueden provocar la pérdida de su estructura
nativa y funcionalidad. Esto, a su vez, favorece la generacion de estructuras anormales
llamadas ldminas-p, lo cual contribuye al proceso patogénico de la formacion de agregados de

tau(5s,14).

La proteina tau anémala o aberrante tiene una propension a sufrir procesos de agregacion
inusuales, como la oligomerizacién (formacion de oligdomeros, es decir, conjuntos de varias
proteinas tau anormales) y la polimerizacion (formacion de polimeros, es decir, cadenas
largas de proteinas tau anormales). Estas estructuras patologicas toxicas, conocidas como
ovillos neurofibrilares, se acumulan en el cerebro y estan estrechamente asociadas con la

enfermedad de Alzheimer(15,16).
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Si bien la fosforilacion es una modificacion post-traduccional que desempeiia un papel
significativo en el mecanismo disfuncional de la enfermedad de Alzheimer, también se han
descrito otras formas de alteraciones post-traduccionales que contribuyen a la patologia de la

proteina tau. Estas incluyen modificaciones como la glicosilacion, la acetilacion, la

ubiquitinacion y la truncacion, entre otras(16,17).

Por consiguiente, el proceso patologico de las tauopatias (Figura 1) comienza con un aumento
de los niveles de tau anémala en el cuerpo, especialmente en el SNC, como resultado de la

expresion erronea de MAPT y la alteracion de los mecanismos post-traduccionales(5,18).

A medida que se acumula la proteina tau anormal, se produce una disminuciéon en sus
funciones biologicas normales. Esto lleva a la desestabilizacion y eventual muerte de las
neuronas en el cerebro, lo que contribuye a la aparicion de sintomas patologicos
caracteristicos de las tauopatias. Entre estos sintomas se incluye el deterioro de las habilidades

cognitivas y conductuales del paciente(11,19).

Figura 1. Proceso patoldgico en enfermedades neurodegenerativas asociadas a proteina tau

(tauopatias). Imagen adaptada(20,21).
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Actualmente, el diagnostico precoz de las tauopatias es uno de los mayores desafios en clinica
pues la confirmacion de que un paciente tiene una tauopatia sélo es posible en estudios post-
mortem, basandose los diagndsticos in vivo en los sintomas de deterioro cognitivo que
presente el paciente. La deteccion temprana y precisa de las tauopatias es imprescindible para
el desarrollo de terapias mas eficientes. De esta forma, la proteina tau se ha identificado como
un biomarcador prometedor para el diagnostico y seguimiento de estas enfermedades(22). Su
presencia y nivel de fosforilacion anormal en el liquido cefalorraquideo y en imdagenes
cerebrales pueden proporcionar informacion importante sobre el estado patoldgico del
paciente, con el objetivo prevenir, o intentar ralentizar, el proceso de demencia y sus
consecuencias lo antes posible ya que es conocido que la aglutinacion de tau hiperfosforilada
en el cerebro comienza bastante antes de que los sintomas de la enfermedad sean evidentes en

el paciente(4).

Una técnica de imagen nuclear ampliamente utilizada para el diagndstico de diferentes
enfermedades es la tomografia de emision de positrones (por sus siglas en inglés, PET). Se
trata de una técnica no invasiva de alta resolucién que proporciona la capacidad de visualizar
procesos moleculares o metabdlicos que estan teniendo lugar en tiempo real en distintas areas
y tejidos del organismo(23). La aplicacion de la PET requiere del disefio y sintesis de
radiotrazadores (también llamados radiofairmacos o radioligandos) que son moléculas
organicas que tienen afinidad por la diana terapéutica de interés y en los que uno de sus

atomos es un atomo radioactivo que se fragmenta de manera espontdnea emitiendo positrones

(eq. 1):

P —> on +.B +v (eq. 1)
Existen diferentes is6topos que emiten positrones como son el 1°O (ti2 = 2 min), el BN (ti2 =
10 min), el ''C (ti2 = 20.3 min) o el '¥F (ti2 = 110 min), siendo este ltimo el mas utilizado
para el desarrollo de radiotrazadores PET porque tiene un tiempo de vida media
considerablemente mayor que el resto, una ventaja importante desde el punto de vista de la

sintesis y purificacion del radiotrazador(24).

Para realizar una imagen mediante tomografia PET, se administra al paciente una dosis
minima de radiotrazador, del orden de trazas (10°-10g). Una vez que el radiotrazador es

absorbido por el organismo, se distribuye y se une a la diana terapéutica para la cual tiene
9
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afinidad. La radiacion emitida por el radiotrazador se detecta desde el exterior mediante un

tomografo PET, lo que permite obtener la imagen(25,26).

La imagen se genera gracias a la capacidad de los tomografos PET para captar fotones gamma
(Figura 2). Estos fotones gamma, que tienen una energia de 511 keV, se producen como
resultado de la aniquilacion de un positrén que es emitido por el radiofirmaco y un electron
presente en el cuerpo del paciente. La aniquilacion produce la emision de dos fotones gamma
principales. Para que estos fotones se integren en la imagen, es necesario que sean detectados

de forma simultanea, es decir, en un intervalo de tiempo adecuado, en nanosegundos(27,28).

Es fundamental destacar que los fotones gamma deben tener una direccion coincidente y
viajar en sentidos contrarios para que se puedan captar correctamente. Ademas, su energia
debe exceder un umbral minimo que garantice que no hayan experimentado dispersiones
energéticas significativas en su trayectoria hasta llegar a los detectores. Este fendémeno de

dispersion o scatter puede afectar la calidad de la imagen(29).

Los fotones generados por cada aniquilacion positron-electron son detectados por los
detectores de tomografia PET, que se encuentran colocados en un anillo en torno al paciente.
Estos detectores capturan los fotones gamma y registran su posicion y tiempo de deteccion, lo
que permite reconstruir la imagen tridimensional del area de interés en el cuerpo del

paciente(28,30).

PET scgn' Detector

Positron emitting isotope

511 KeV Q
photon R

Positron@)

Electron
511 KeV / ‘
photon Gamma rays created -

Figura 2. Generacion de rayos y a partir de los positrones y electrones y su deteccion por el

~ Positron
transmutation

Adv. Drug. Defiver. Revs. 2010, 62, 1031

escaner PET. Imagen adaptada (31).

El 8F tiene que ser generado en un ciclotron mediante una reaccion nuclear a partir de 30

(eq. 2). Si se utiliza el gas '®O, como reactivo se produce la molécula gaseosa ['*F]F, mientras
10
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que el uso de agua enriquecida, H>'*0, como reactivo genera '8F en disolucion, por lo que se
utiliza mas habitualmente en radiosintesis al ser mas sencillo de manipular. Los métodos de
sintesis de radiofdrmacos més comunes estdn basados en reacciones de sustitucion nucleofila

SN2 (en sustratos alifaticos) y SNAr (en sustratos aromaticos) empleando el '8F-(32).
BO+p->BF+n (eq.2)

Los radiotrazadores PET no pueden ser sintetizados en las instalaciones habituales de los
laboratorios debido a la naturaleza ionizante de la radiacion y. El riesgo radiologico asociado
a la sintesis, aislamiento y purificacion de estos compuestos implica que sean procesos que
deben ser realizados por personal formado para ello, trabajando en celdas completamente
plomadas o empleando modulos automaticos de sintesis. La purificacion de estos compuestos
tiene lugar en el interior de las celdas plomadas mediante HPLC semipreparativo y las
técnicas convencionales de caracterizacion como la RMN o MS no pueden ser empleadas, en
su lugar, la caracterizacion se realiza en el interior de la celda plomada mediante HPLC o CG
empleando detectores de radiacion, lo que requiere disponer del ligando frio (el radiotrazador

pero con !°F en lugar de '®F) como referencia(24,33).

En los ultimos afios ha habido un aumento en la investigacion de compuestos que actuan
como ligandos selectivos para la proteina tau y sus agregados, con el objetivo de utilizarlos
como posibles radiotrazadores en ['®F]-PET. Esto se debe a la relacion tan estrecha que existe
entre la densidad y ubicacion de estos agregados toxicos de tau y el progreso del deterioro
cognitivo en las tauopatias. La mayoria de los compuestos desarrollados hasta la fecha no son
suficientemente selectivos, especificos o no logran atravesar la barrera hematoencefalica
(BHE). Hasta el momento, el [!®F]-Flortaucipir (Tauvid®) (Figura 3) es el Ginico radiotrazador
que cuenta con la aprobacion por parte de la FDA para la deteccion en los cerebros de
pacientes adultos con Alzheimer de agregados de proteina tau mediante técnicas de imagen in
vivo (34). Sin embargo, desarrollar radiotrazadores selectivos de proteina tau es de alta
importancia para el diagnostico precoz de tauopatias. Ademads, su uso combinado con los
radiotrazadores selectivos de -amiloide seria una estrategia muy potente para diferenciar el

diagnostico, por un lado, de enfermedad de Alzheimer, frente al resto de tauopatias(35,36).

11
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Figura 3. Estructura del ['8F]-Flortaucipir (Tauvid®)

En este sentido, en los ultimos afios el grupo de “Sintesis Orgéanica y Bioevaluacion™ del
Instituto Pluridisciplinar UCM dirigido por el Prof. Dr. Aurelio Garcia Cséky se ha centrado
en la identificacion, sintesis y evaluacion de ligandos selectivos de proteina tau con el
objetivo de desarrollar agentes de imagen PET que permitan el diagnostico precoz de
tauopatias in vivo. Como resultado del trabajo realizado por la Dra. Ana Maria Gonzalez
Fuentes en su Tesis Doctoral (37) se pudo identificar el compuesto 1 (Figura 4) como un
candidato valioso para el desarrollo de un agente de imagen PET que pueda ser utilizado para
diagnéstico in vivo de tauopatias. Este compuesto presenta una selectividad destacada hacia la
proteina tau en comparacion con el amiloide, ademas de bajos niveles de toxicidad en
entornos in vitro y un apropiado perfil farmacocinético capacitado para atravesar la BHE

segun los resultados obtenidos in silico.

Figura 4. Compuesto 1

Por un lado, al llevar a cabo el anélisis para la identificacion del comportamiento selectivo del
compuesto, se realizé una inmovilizacion de agregados formados de proteina tau (hTaud41) y
otros por APi.4> buscando generar una comparativa de uniéon del compuesto por estos
agregados(38). Se observd que el compuesto 1 mostraba escasas o nulas uniones con los

agregados de péptido amiloide que se encuentran inmovilizados mientras que se unia a los

12
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agregados de proteina tau en grandes concentraciones, demostrando una alta selectividad por

la proteina tau (37).

Para poder evaluar la viabilidad y toxicidad de este compuesto se realizaron ensayos en
distintas lineas celulares, no solo para corroborar su funcionamiento en los tejidos del sistema
nervioso, sino también en los tejidos epiteliales para su administracion y los principales
tejidos de secrecion y metabolismo para su eliminacion. Los resultados de los ensayos
mostraron unos altos indices de viabilidad (>80%) en las lineas celulares de tejidos renal,
epitelial y hepatico humanos. Del mismo modo, se observaron unos niveles de toxicidad muy
bajos (<20%) en estos ultimos y ligeramente superiores en tejido renal (20-50%), siendo unos
niveles de nefrotoxicidad moderados y viables. Por tltimo, se realizaron los ensayos en lineas
celulares de neuroblastos de raton, con una viabilidad de 50-80%, sin mostrar niveles de

toxicidad relevantes(37).

Muchos medicamentos no funcionan bien en ensayos clinicos posteriores, pese a tener buenos
niveles de actividad biolodgica en ensayos in vitro. Las caracteristicas farmacocinéticas son
una de las propiedades que pueden influir en estos resultados. La biodisponibilidad de un
farmaco estd intrinsecamente ligada a una serie de procesos que ocurren desde su
administracion hasta su eliminacion del organismo. Es por ello por lo que se han evaluado
diversos conceptos que ejercen influencia en la capacidad del firmaco para estar disponible en
la corriente sanguinea. Entre estos conceptos se destacan la lipofilia y la solubilidad(39,40),
que desempefian un papel crucial en la absorcidon, metabolismo y penetracion de las
membranas. Al evaluar estos conceptos en relacion con la biodisponibilidad, se obtiene una
mejor comprension de como los farmacos interactuan con el organismo y como se pueden
optimizar para lograr una mayor eficacia terapéutica. Estos estudios proporcionan
informacion valiosa, para el disefio y desarrollo de medicamentos con propiedades
farmacocinéticas mejoradas y una mejor capacidad para alcanzar los sitios de accion deseados
en el organismo. Ademas, se examind la capacidad de atravesar la BHE debido a su
naturaleza restrictiva, lo que puede obstaculizar la distribucion de medicamentos al sistema
nervioso central. El compuesto 1 present6 una lipofilia moderada, lo cual le permite atravesar
las bicapas lipidicas al igual que interactuar con los sistemas proteicos. Al mismo tiempo, sus
niveles de solubilidad en medio acuoso indican una disponibilidad apropiada en el torrente

sanguineo, esencial para que logre alcanzar el tejido deseado. Aunque estas caracteristicas no
13
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aseguran que pueda penetrar la BHE, se evalu6 siguiendo los criterios de lipofilia relativa y

polaridad moderada, obteniendo altas probabilidades de penetrar la BHE y, por ende, lograr

alcanzar el SNC(37).

Por tanto, dado los buenos resultados que mostrd el compuesto 1 en todos los ensayos
realizados, se selecciond como candidato para sintetizar un radiotrazador PET para el

diagnostico in vivo de tauopatias.

14
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Objetivos

El objetivo del proyecto global en el que se basa este trabajo es el desarrollo de un nuevo
radiotrazador selectivo para el diagnostico de tauopatias. Una vez seleccionado el compuesto
1 como candidato para desarrollar el trazador, es necesario sintetizar el radioligando ['*F]-1
con 18-fluor y estudiar las imagenes que proporcione en PET. La radiosintesis del compuesto
['8F]-1 se llevara a cabo mediante una reaccion de sustitucion nucleofila aromatica a partir del

compuesto precursor 2 (Esquema 1).

Este estudio tiene como principal objetivo la sintesis del precursor 2 y la sintesis del

compuesto de referencia 1 que sera utilizado con fines de caracterizacion.

Radiosintesis

Esquema 1. Radiosintesis de ['®F]-1 con 18-fllior y moléculas objetivo del presente trabajo

En cada una de las etapas de sintesis se optimizara el procedimiento experimental para la
obtencion del compuesto de interés de manera eficiente y reproducible. Esto implica
seleccionar cuidadosamente los reactivos apropiados, optimizar las condiciones de reaccion e

identificar las etapas cruciales dentro del proceso global de sintesis.

15
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Materiales y métodos

1.1. Basqueda bibliografica

Con el objetivo de encontrar informacion sobre tauopatias y radiotrazadores PET para
contextualizar el presente estudio, se ejecutdé una busqueda bibliografica de articulos
cientificos usando diversas bases de datos como Elsevier, SciELO, PubMed y Google
Scholar. Para cribar la seleccion de los articulos se utilizaron distintas palabras clave como
“tauopathy”, “Alzheimer”, ‘“radiotrazers”, “PET radiotrazer”, “PET biomarker”, “PET
Alzheimer”. Dado el gran numero de resultados obtenidos, se filtro la busqueda a aquellos

articulos publicados en los tltimos 10 afios (desde 2013 hasta la actualidad).

1.2. Parte Experimental

Consideraciones generales

Se utilizaron jeringas con aguja para transferir los reactivos liquidos a través de un septum de
goma que estaba ajustado al matraz. Todas las reacciones se llevaron a la practica en
constante agitacion. Las reacciones que requerian temperaturas elevadas se realizaron
sumergiendo el matraz en un bafo de silicona calentado mediante placa calefactora, mientras
que las que necesitaban un descenso de la temperatura se realizaron utilizando bafios de agua-
hielo; en todos los casos se sumergieron termometros en los bafios para controlar la
temperatura. En caso de no especificar la temperatura en particular, la reaccion se realiz6 a

temperatura ambiente.

Para monitorizar el progreso de las reacciones, se utilizo la técnica de cromatografia en capa
fina (CCF) usando cromatofolios de gel de silice de 0.2 mm de espesor. Los compuestos
fueron detectados mediante el uso de una lampara de luz UV a 254 nm y 366 nm en

conjuncién con un revelador quimico como es la vainillina y calefaccion.

Se llevdo a cabo la caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados mediante
Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Los espectros de resonancia magnética nuclear de
carbono (1*C RMN) y proton (‘"H RMN) fueron registrados utilizando un espectrometro

Bruker de 300 MHz y 75 MHz, respectivamente. Las muestras de los compuestos a analizar
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se disolvieron en CDCls o DMSO-ds, y se usaron el propio disolvente deuterado o

tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Sintesis de 5-metoxi-1-metil-/H-indol-2-carboxilato de etilo (4)
H,CO >
THF anh.
N© OBt ia 1n N" Ot
3

Esquema 2. Sintesis de 5-metoxi-1-metil-1H-indol-2-carboxilato de etilo (4).

Se pesd 1.0 g (4.5 mmol, 1 equiv.) de 5-metoxi-/H-indol-2-carboxilato de etilo (3) y se
disolvié en 15.4 mL de THF anhidro en atmosfera de argén y se le afiadieron lentamente
456.2 mg (11.4 mmol, 2.5 equiv.) de hidruro soédico a 0°C. Esta mezcla se dejo reaccionar
durante lh. Transcurrido este tiempo, se adicionaron 2.83 mL (45.6 mmol, 10 equiv.) de
yoduro de metilo y se dejo la mezcla con agitacién a temperatura ambiente durante toda la
noche (Esquema 2). Se comprob6 que la reaccion habia finalizado mediante CCF. Después, se
agregaron 20 mL de una disolucion de NH4Cl saturada y se extrajo el disolvente orgénico a
presion reducida. La disolucion acuosa resultante se sometid a una extraccion con acetato de
etilo (3 x 15 mL), se combinaron las fases organicas y secaron sobre MgSO4 anhidro. La
mezcla se filtr6 y se elimind el disolvente a presion reducida. El producto fue purificado
mediante cromatografia en columna (CC) con gel de silice usando como eluyente una mezcla
Hexano:Acetato de etilo en proporcion 8:2. El producto deseado se obtuvo como un so6lido
blanco con un rendimiento del 94% (1.0 g). Los datos espectroscopicos coinciden con los

previamente descritos en la bibliografia(37).
Sintesis de (5-metoxi-1-metil-/ H-indol-2-il)metanol (5)

H,CO 0 H,CO OH
AN LIALH4 3 AN
N OFt THF anh. N

| Ar, 0°C -> ta, 2h |
4 5

Esquema 3. Sintesis de (5-metoxi-1-metil-/ H-indol-2-il)metanol (5).
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Se pesaron 599.1 mg (2.6 mmol, 1 equiv.) del indol 4 y se disolvieron en 5.0 mL de THF
anhidro en un matraz de fondo redondo. Seguidamente, se afiadieron gradualmente 3.86 mL
(3.9 mmol, 1.5 equiv.) de una disolucién de LiAlHs (1M, en THF) a 0°C en atmoésfera de
argon. Se dejo agitando la mezcla a temperatura ambiente durante 2 h (Esquema 3). Se
comprobd mediante CCF que la reaccion habia finalizado y se adiciond acetato de etilo y una
disolucion de Sal de Rochelle (tartrato sédico potasico) SM en una proporcion 1:1 (30 mL) y
se dejo en agitacion durante 30 min a 0°C. Para la extraccion del crudo de reaccion se
realizaron sucesivos lavados con acetato de etilo (3 x 10 mL), combinandose las fases
organicas y secando sobre MgSO4. La mezcla resultante fue filtrada y se evapord el
disolvente a presion reducida hasta obtener un residuo seco. El producto deseado se obtuvo
como un sélido blanco con un rendimiento del 95% (466.9 mg). Los datos espectroscopicos

coinciden con los previamente descritos en la bibliografia(37).

Sintesis de 5-metoxi-1-metil-/H-indol-2-carbaldehido (6)

H;CO OH H,CO 0
T~ e " I
N MeCN N H
| ta, 18h |
5 6

Esquema 4. Sintesis de (5-metoxi-1-metil-/ H-indol-2-carbaldehido (6)

Se pesaron 678.0 mg (2.9 mmol, 1 equiv.) del derivado de 2-hidroxietilindol 5 y se disolvid
en 25 mL de acetonitrilo anhidro bajo atmdsfera de argon. A esta solucion se anadieron 1.55 g
(14.6 mmol, 5 equiv.) de MnO,. La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante una
noche (Esquema 4). Se comprobd que la reaccion habia finalizado por CCF, se filtr6 el crudo
de reaccion a través de celita lavando con 20 mL de acetato de etilo y se evaporo6 el disolvente
a presion reducida hasta sequedad. El crudo de reaccion se purificd mediante CC con gel de
silice usando una mezcla Hexano:Acetato de etilo en proporciéon 9:1 como eluyente. El
producto deseado se obtuvo como un sélido marrén con un rendimiento del 59% (325.4 mg).

Los datos espectroscopicos coinciden con los previamente descritos en la bibliografia(37).
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Sintesis de N-(2-oxoindolin-5-il)-3-(piperidin-1-il)propanamida (9)
CNAOrOH oy
H,N 8 N N
’ mo COMU, DIPEA ~ N o
N » O N
9 H

H THF
7 48h, ta

Esquema 5. Sintesis de N-(2-oxoindolin-5-il)-3-(piperidin-1-il)propanamida (9)

En un matraz de fondo redondo se pesaron 353.3 mg (2.4 mmol, 1 equiv.) del 5-amino
oxindol 7 junto con 1.18 g (2.8 mmol, 1.2 equiv.) de COMU y 413.2 mg (2.6 mmol, 1.1
equiv.) del acido 3-(piperidin-1-il) propanoico 8. Bajo atmosfera de argon se adicionaron 12
mL de THF anhidro y 0.74 mL (4.2 mmol, 1.8 equiv.) de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA).
Se dejé la mezcla en agitacion a 25° C durante 48h (Esquema 5). Se comprobd que la
reaccion habia finalizado por CCF, se evapor¢ el disolvente a presion reducida y se purificé el
producto final 9 por CC flash en gel de silice. Para ello, se usé como eluyente una mezcla
DCM:MeOH en gradiente desde 10:1 hasta 5:1 de, obteniendo un so6lido de color marrén
palido cuyo rendimiento es del 53% (152.3 mg). Los datos espectroscdpicos coinciden con los

previamente descritos en la bibliografia(37).

Sintesis de (Z/E)-N-(3-((5-metoxi-1-metil-/H-indol-2-il)metileno)-2-oxoindolin-5-il)-
3-(piperidin-1-il)propanamida (10)

H,CO : N\ : C\/\mm \/\f /O/N

Piperidina, EtOH,
140 °C, 24 h

OCH;

Esquema 6. Sintesis de (Z/E)-N-(3-((5-metoxi-1-metil-/ H-indol-2-il)metileno)-2-oxoindolin-
5-il)-3-(piperidin-1-il)propanamida (10)
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Se pesaron en un matraz de fondo redondo 39.5 mg (0.21 mmol, 1 equiv.) del compuesto 6
junto con 72.2 mg (0.25 mmol, 1.2 equiv.) del derivado de 5-amido indolin-2-ona 9 y se
disolvieron en 5.5 mL de EtOH absoluto. A la mezcla se adicionaron 6 pL (0.06 mmol, 0.3
equiv.) de piperidina y se agit6 a 200°C durante una noche (Esquema 6). La finalizacion de la
reaccion se comprob6 por CCF. A continuacion, se elimino el disolvente a presion reducida y
el crudo de reaccion se purificd mediante CC flash en gel de silice empleando como eluyente
una mezcla DCM:MeOH en proporcion 90:10. Se obtuvo una mezcla de los isomeros Z/E
(40/60) del compuesto 10, que no pudo separarse por CC flash, con aspecto de un so6lido de
color naranja cuyo rendimiento es del 68% (65.3 mg). Los datos espectroscopicos coinciden

con los previamente descritos en la bibliografia(37).
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Resultados y Discusion

1.1. Plan de sintesis

Con el objetivo de preparar los compuestos objetivo 1 y 2 se disefid el plan de sintesis
mostrado en el esquema 7 basado en la sintesis descrita por la Dra. Ana Maria Gonzalez

Fuentes en su tesis doctoral.

Ruta A

H,CO H3C0 H3CO 'OH  HsCO 0
e e
N N N H
H | |
3 5 6

Ruta B

Choon
m“@m

I
N O OCH
0 N H 3
H,CO o V\g m N 4
N H > o I
— O
N
H

Esquema 7. Plan de sintesis

En primer lugar, se sintetizara el aldehido 6 a partir del indol 3 que se encuentra disponible
comercialmente mediante una reaccién de metilacion del nitrogeno y la transformacion del

grupo éster a aldehido (Ruta A).

En segundo lugar, empleando como material de partida el amino oxindol comercial 7 se
sintetizara el oxindol 9 mediante la formacion de un enlace amida con €l 4cido 3-(piperidin-1-

il)propanoico 8 (Ruta B).
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Una vez sintetizados el aldehido 6 y el oxindol 9 se realizara una reaccion de condensacion

entre ambos para obtener el compuesto 10 (Ruta C).

Finalmente, el nitrégeno del oxindol del compuesto 10 se alquilard con la cadena alquilica

correspondiente para poder obtener los compuestos objetivo 1y 2 (Ruta D).
1.2. Resultado de sintesis

Ruta A

Siguiendo el plan de sintesis descrito previamente, se comenz6 con la transformacion del
material de partida 3 en el aldehido 6. Para ello, se realizd en primer lugar una reaccion de
metilacion del compuesto 3 para obtener el compuesto 4 empleando yoduro de metilo como
agente alquilante e hidruro sédico como base en THF como disolvente (Esquema 8). Tras
agitacion durante 18h a temperatura ambiente, se obtuvo el compuesto 4 como un sélido de
color blanco con un rendimiento excelente (94%) después de aislamiento y purificacion

usando una columna cromatografica de gel de silice.

H,CO 50
ogt 1 anh N OFt

ta, 18h |

@ Iz

Esquema 8. Metilacion del compuesto 3

Esta transformacion es una sustitucion nucledfila que comienza con la desprotonacion del
nitrégeno del indol por accion del hidruro sédico (Esquema 9). La carga negativa sobre el
atomo de nitrogeno actua entonces como nucleofilo atacando al carbono del yoduro de metilo,

siendo el yoduro un buen grupo saliente.

OEt
O _OEt o OEt/a_\ O,
HsC—I
: 3 CH
S~ Y ~ 3
7 N/H +Na—H —» <& ON- 4 > 7 "N
\_/ + Na—1I
2 + Na*+ H,
MeO 3 MeO MeO 4

Esquema 9. Mecanismo de la reaccion de metilacion del compuesto 3
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A continuacion, la transformacién del grupo éster al grupo aldehido se realizé en dos etapas.
En primer lugar, el compuesto 4 se redujo al correspondiente alcohol 5 empleando LiAlH4
como agente reductor (Esquema 10). La reaccion se llevo a cabo bajo atmosfera de argdn
empleando THF anhidro como disolvente y tras dos horas agitando a temperatura ambiente, el

alcohol 5 fue aislado como un sélido de color blanco cuyo rendimiento es del 94%.

H4,CO 0 H;CO OH
A\ LIALH, » A\
N Oft THF anh. N
|

I Ar, 0°C -> ta, 2h
4 5

Esquema 10. Reduccion del compuesto 4

El empleo de LiAlH4 como agente reductor de grupos ésteres para obtener alcoholes es muy
frecuente (Esquema 11). La reaccion comienza con el ataque nucleéfilo de un hidruro del
LiAlH4 al carbonilo del grupo éster. Se forma un intermedio tetraédrico que permite la
regeneracion del grupo carbonilo al ser el ion etéxido un buen grupo saliente. El aldehido
intermedio generado es atacado de nuevo por un hidruro, generando un alcéxido que se

protona en medio acuoso.

OMe OMe

OMe OMe OMe
N _~ N~
— N H.C N
€ —> H C/N S — HyC™ 7 3 — > HC™ 7
4 f{ 6
Et0/ O o~ g 0 oH
+ EtO o) + + : 5
"\ H A H
H
| _l + \O/
H— A H—AI-H
b H

Esquema 11. Mecanismo de reduccion empleando LiAlH4

Finalmente, el alcohol 5 se oxid6 al aldehido 6 empleando MnO, como agente oxidante en
acetonitrilo obteniendo el compuesto 6 como un so6lido de color marrén con un rendimiento

moderado (59%) (Esquema 12).
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H,CO OH
m MnO \©\/\—4
MeCN
ta, 18h |

6

Esquema 12. Oxidacion del alcohol 5

El mecanismo de oxidacidon de alcoholes empleando MnO: (Esquema 13) comienza con una
primera adsorcion del alcohol en el 6xido de manganeso (IV), seguida de la coordinacion del
oxigeno del alcohol al manganeso. Esta coordinacion permite la transferencia de electrones,
generando un radical y, consecuentemente, la reduccion de Mn(I'V) a Mn(III). Se produce una
segunda transferencia electronica que provoca la formacién del compuesto carbonilico
adsorbido al Mn(OH),. Finalmente, se produce la desorcion del aldehido, liberando también

agua y el 6xido de manganeso(II).

R R

o) . ' OH
j MnO, j o j i w H; | RCHO
— i » Mn == O >Mn == o—)>Mn — y Mn - —> +

I |

Esquema 13. Mecanismo de la oxidacion empleando MnO»

Con el objetivo de encontrar la mejor ruta sintética que dé acceso al radiotrazador final, se
explord otra via alternativa para la transformacion de compuesto 3 en el aldehido 6 alterando
el orden de las reacciones, de manera que en primer lugar se redujo del grupo éster del
compuesto 3 con LiAlH4 obteniendo el alcohol 11 con un 90% de rendimiento, que
posteriormente fue metilado para obtener el compuesto 4 (Esquema 14). Sin embargo, en este
caso la reaccion no fue especifica y ademas de la formacion del compuesto deseado 4, se
logré obtener el compuesto 12 como consecuencia de la metilacion del grupo alcohol en
proporcion 6:4 por lo que se descarta alterar el orden de las reacciones y se decide proseguir

con la metilacion seguida de la reduccion para futuros ensayos.

24



Universidad
Europea MADRID

HyCO 0 LiAH; g, HyCO OH H3CO. \PH RO OCHs
o N
H OFEt Ar, 2h, 0°C H t. 18h | B
s 1 5 12

Esquema 14. Transformacion del compuesto 3 en el alcohol 5 via reduccion-metilacion

Ruta B

De acuerdo con el plan de sintesis, el siguiente objetivo fue la sintesis del oxindol 9
generando un enlace amida entre el grupo amino del oxindol comercial 7 y el 4cido 3-
(piperidin-1-il)propanoico 8 (Esquema 15). Las reacciones entre acidos y aminas
normalmente requieren del empleo de un agente de acoplamiento; resultados previos del
grupo de investigacion(37) mostraron que la reaccion de acoplamiento entre los compuestos 7
y 8 empleando DCC (diciclohexilcarbodiimida) como agente de acoplamiento transcurria con
rendimientos moderados, quedando material de partida sin reaccionar. Es por eso que en el
presente trabajo se decidi6 emplear un agente de acoplamiento diferente como es el COMU
(hexafluorofosfato de (1-ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi) dimetilaminomorfolino-
carbenio) para llevar a cabo esta reaccion ya que presenta ciertas ventajas frente a otros
agentes de acoplamiento como son una mayor solubilidad y estabilidad a la hidrdlisis debido a
la presencia del esqueleto carbonado del morfolino y al oxigeno unido al ion iminio,

respectivamente(41-43).

A on
HoN 8 N N
0 COMU, DIPEA ~Nr 0
N > O N
H
9

H THF
7 48h, ta

Esquema 15. Sintesis del compuesto 9

El empleo de COMU como agente acoplante en presencia de DIPEA como base y THF como
disolvente, permitid el acoplamiento de los compuestos 7 y 8 en condiciones suaves

(agitacion durante 24 h a temperatura ambiente), logrando obtener el compuesto 9 como un
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solido marrén cuyo rendimiento es de 53% tras de ser purificado por cromatografia en

columna.

El mecanismo de la reaccion de acoplamiento empleando (Esquema 16) comienza con la
desprotonacion del acido 8 con una base como es la DIPEA; el oxigeno con carga negativa
ataca entonces al carbono de la estructura del uronio del COMU, formandose un compuesto
tetraédrico con un buen grupo saliente. El oxigeno con carga negativa del grupo saliente
resultante produce un segundo ataque nucledfilo al carbono carbonilico del éster, generando
como intermedio de reaccion un nuevo éster el cual es mucho mas electrofilo que el acido
carboxilico 8 de partida, por lo que es atacado por el nitrogeno del grupo amino del
compuesto 7 y se genera el enlace amida correspondiente dando lugar al compuesto 9 y los

subproductos N, N-dimetil-4-morfolincarboxamida y 2-ciano-2-nitrosoacetato de etilo.

O () (Y e

N Base N
S N s = G
R” “oH z - HPF
SN0 HPFs R—'< o 0 N7
Yy N Vo CO,Et

e o I X
R 8]
EtO,C N i = N
- \N \ ‘\-/ /\0-

O

(J

——_ 0
0 CO,Et -
2 R'—NH, \/«U\/-_ N
_R + O« ()>

. : o COEt |
_-——— R
R N SN ™ . -
H \N Base Il /

—_—Z

Esquema 16. Mecanismo de la reaccion de acoplamiento con COMU

Ruta C

Una vez sintetizados el aldehido 6 y el oxindol 9 se realiz6 una reaccion de condensacion tipo
alddlica entre dichos compuestos para formar un doble enlace y obtener el compuesto 10
(Esquema 17). Para ello se emplearon cantidades cataliticas de piperidina como base y etanol

como disolvente calentando a 140 °C durante 24 horas, lo que permitioé obtener el compuesto
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10 como mezcla de isomeros Z/E en proporcion 4/6 con un 68% de rendimiento como un
solido naranja. Desafortunadamente los isOmeros no fueron separables en columna

cromatografica.

OCH;

@

H
y S
HyCO o “\Oﬂ@fﬁ:o YN / O
T 0 ) o
N T N O
|
H

— T

Piperidina, EtOH,

140°C, 24 h
6 10

Esquema 17. Sintesis del compuesto 10

El mecanismo de esta variacion de la condensacion aldodlica (Esquema 18) comienza con la
accion de la piperidina que desprotona el carbono alfa del compuesto 9, generando un enolato
estabilizado por resonancia. A continuacion, el enolato actia como nucledfilo atacando al
carbono carbonilico del compuesto 6, formando un alcohol, que tiende a deshidratar por la

formacion de un compuesto conjugado 10.
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4
)
Ho NH
H H OCH;,

OCH,4

Esquema 18. Mecanismo de la reaccion de condensacion

2.4.Ruta D

Finalmente, se llevaron a cabo las reacciones para sintetizar el compuesto de referencia 1 y el
precursor 2 ambos a partir del compuesto 10 previamente sintetizado. Se comenzo6 con la
busqueda de las condiciones que permitiesen obtener el compuesto 1 mediante reacciones de
sustitucion nucleofila, ensayando diferentes bases, disolventes, tiempos y temperaturas de

reaccion que estan resumidas en la Tabla 1.
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Tabla 1. Optimizacion de las condiciones de sintesis del compuesto 1

Entrada Reactivo Base Disolvente | Tiempo T (°C) Rto (%) 1
(Equiv.) (h)
1 s NaH (2) DMF 18 90 0
2 s Cs2C03(3) MeCN 6 60 0
3 o | €22C05(3) MeCN 6 60 0
4 o | KeCO3(3) MeCN 18 ta 22

Al empelar 1-fluoro-2-iodoetano como reactivo no se observo la formacion del compuesto 1,
quedando el material de partida inalterado (Tabla 1, entradas 1 y 2). Se decidié probar
entonces el 2-fluoroetil 4-metilbenzenosulfonato como reactivo, y aunque al emplear
carbonato de cesio como base no se observo la formacion del producto deseado (Tabla 1,
entrada 3), al emplear carbonato potasico en MeCN se form6 el compuesto 1 con un 22% de
rendimiento (Tabla 1, entrada 4). Finalmente, tanto el compuesto 1 como el compuesto 2
fueron sintetizados mediante la alquilacién del nitrogeno del oxindol 10 con una cadena
carbonada sustituida con un grupo tosilo como grupo saliente en presencia de carbonato

potasico como base y DMF como disolvente (Esquema 19).

Ay I 0
o O T .__KyCO 0 O |
0 DMF N0
H ta, 18h L_R
10 1,R=F
2, R=0Ts

Esquema 19. Sintesis del compuesto de referencia 1y del precursor 2

Para la sintesis del compuesto de referencia 1 se utilizdé el 2-fluoroetil 4-
metilbenzenosulfonato. Tras agitacion durante toda la noche a temperatura ambiente, el
compuesto 1 fue aislado y purificado y se obtuvo como un so6lido rojo como mezcla de

isomeros Z/E en proporcion 4/6 con un 45% de rendimiento.
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Por ultimo, la sintesis del precursor 2 requiere la adiciéon de una cadena carbonada con un
buen grupo saliente como el tosilo, ya que serd posteriormente sustituido por el isétopo '*F
radioactivo para llevar a cabo los ensayos in-vivo mediante PET. Por ello se empled etano-
1,2-diil bis(4-metilbenzenosulfonato) como reactivo. Siguiendo el mismo procedimiento que
para el compuesto 1, el compuesto 2 fue se obtuvo como un soélido rojo como mezcla de

isomeros Z/E en proporcion 4/6 con un 33% de rendimiento.

El mecanismo de esta transformacion (Esquema 20) es similar al descrito anteriormente en el
Esquema 9. El K>COs es la base que desprotona el nitrogeno del oxindol, que actia entonces
como nucleofilo atacando al carbono en posicion alfa al grupo tosilo, actuando éste como

buen grupo saliente.

N-

Esquema 20. Mecanismo de la reaccion de N-alquilacion del oxindol 10
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Conclusiones

En el presente trabajo, se han sintetizado los compuestos de referencia 1 y precursor 2,
necesarios para llevar a cabo la radiosintesis posterior de un nuevo radiotrazador PET para

diagnéstico in vivo de tauopatias basado en la estructura del compuesto 1.

Durante el trabajo se ha realizado la optimizacion de las diferentes reacciones quimicas

implicadas para obtener los compuestos 1y 2 con rendimientos 6ptimos.

En las reacciones de la ruta A, se logré sintetizar el aldehido 6 después de tres etapas

sintéticas con un rendimiento global del 52%.

En la reaccion de acoplamiento de la ruta B, se consiguid incrementar el rendimiento de la
obtencion del compuesto 9 hasta el 53% empleando COMU como agente de acoplamiento en

lugar de DCC.

La reaccién de condensacion entre los compuestos 6 y 9 de la ruta C, permitid obtener el

compuesto 10 con un rendimiento del 68%.

Por ultimo, el compuesto de referencia 1 y el precursor 2 se obtuvieron con rendimientos
moderados del 45% y 33%, respectivamente. Estos rendimientos aun pueden ser mejorados y

para ello se contintian ensayando nuevas condiciones de reaccion.

Las radiosintesis para preparar el compuesto ['8F]-1 y evaluar su potencial como agente de

imagen PET estan siendo realizadas en este momento.
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