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DESCRIPCION

Procedimientos para la obtencién de imégenes y espectros del pH extracelular por resonancia
magnética con indicadores extrinsecos conteniendo 'H 6 '°F.

Sector de la técnica
Medicina Fisica, Sector Farmaceutico, Investigacion Biomédica, Diagndstico por imagen.

Estado de la técnica

Las aplicaciones biomédicas de la Resonancia Magnética (MR) han experimentado un gran desarrollo
en las ultimas décadas (1). Se han utilizado tanto la Espectroscopia (MRS) como la Imagen (MRI) por
Resonancia Magnética para estudiar no invasivamente procesos fisiolégicos y patologicos en animales y
seres humanos (2). También ha sido posible extender las aplicaciones de la MR a estudios sobre la fisio-
logfa y patologfa al nivel celular (3). Tomados en su conjunto, estos avances han hecho posible estudiar
por MR, de una manera integrada, algunos aspectos fundamentales de la Biologia y la Medicina, inclu-
yendo la proliferacién y diferenciacion celular y la transformacién tumoral. Estos procesos ocurren con
cambios concomitantes en el pH intra y extracelular. Adicionalmente, el pH es una variable fisiolégica
crucial en otros procesos fundamentales como el ejercicio y la fatiga muscular, el control metabdlico y la
transduccién del mensaje hormonal (4).

La concentraciéon de protones intracelulares es el resultado del balance entre los procesos de pro-
duccién y consumo intracelular de protones, la captaciéon 6 extrusiéon de protones al medio extracelular
y la capacidad de tamponamiento intracelular (5). Dado que esta dltima es normalmente constante, un
aumento en la produccién de protones intracelulares se puede compensar por la extrusién de acido 6
captacién de base del medio extracelular y un aumento en la produccién intracelular de base se podria
compensar por el mecanismo opuesto. Por tanto, cambios en el pH extracelular reflejan normalmente
modificaciones en el pH intracelular y las medidas del pH extracelular proporcionan una herramienta
muy util para monitorizar alteraciones en la homeostasis del pH intracelular.

Los métodos disponibles actualmente para la determinaciéon del pH en muestras bioldgicas incluyen
métodos potenciométricos (electrodos de pH), técnicas radiométricas, métodos épticos y abordajes de
Resonancia Magnética (ver ref. 6 para una revisién). La utilizacién de una sonda molecular impermea-
ble a la membrana, ya sea radioactiva, croméfora, fluorescente, fosforescente 6 activa en MR permite a
cualquiera de estos métodos medir exclusivamente el pH extracelular. Sin embargo, entre la variedad de
los métodos disponibles, tan s6lo la MR permite la obtenciéon de imégenes no invasivas de la totalidad
del volumen tridimensional de muestras 6pticamente opacas. Estas caracteristicas hacen de la MR el
método de eleccién para la determinacién no invasiva del pH extracelular en especimenes biolégicos. En
esta patente describimos el uso y aplicaciones de una nueva serie de moléculas indicadoras que permiten
la determinacién del pH intracelular y el pH extracelular por métodos de MRS y MRI.

Los abordajes previos han utilizado principalmente 3'P MRS y el desplazamiento quimico del fosfato
inorganico para la medida del pH intracelular en suspensiones celulares, 6rganos perfundidos, tejidos,
animales intactos o incluso seres humanos (7). Una variante de este método ha permitido medir exclu-
sivamente el pH extracelular por 1D-3'P MRS en suspensiones de células utilizando fosfonatos imper-
meables a la membrana plasmatica (8). Por otro lado, se han propuesto técnicas de 3'P MRS localizada
que permiten obtener espectros de 'P RMN de una regién espacial especificada (voxel) dentro de un
animal intacto, y asi determinar por el desplazamiento quimico del P;, el pH intracelular promedio en
la regién seleccionada (9-11). También se han desarrollado metodologias de imagen multivoxel por 3P
MRS. Estas técnicas permiten obtener simultdneamente, espectros de *'P RMN de una coleccién de vo-
xels adyacentes que cubren completamente el volimen tridimensional del especimen, proporcionando asi,
mapas tridimensionales de la distribucién del pH a través de la muestra (12-16).

A pesar de estos progresos, la aplicacién de los métodos de 3'P MRS para la determinacién del pH ha
estado tradicionalmente limitada por la baja sensibilidad del niicleo de 3!P. Asi, los métodos de 3'P MRS
requieren tiempos de adquisicién largos y tamanos de voxel grandes para obtener una adecuada relacién
sefial /ruido. Estas dos circunstancias reducen significativamente la resolucién temporal y espacial de la
medida de pH por 3'P MRS. Ambas limitaciones se pueden aliviar mediante el uso de 'H 6 '°F, dos
nicleos inherentemente m4s sensibles en MR que 3'P (17). Este aumento de sensibilidad de 'H (1°F)
MRS frente a 3'P MRS permitiria obtener espectros 6 imégenes 1-D, 2-D 6 3-D, similares a los de 3'P en
sefial /Tuido, pero 4(3), 16(12), o 64(43) veces més rapido que con *'P MRS. También se podria obtener,
utilizando 'H (}F) MRS una reduccién significativa del tamafio de voxel empleado en adquisiciones con
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31p MRS, manteniendo las mismas condiciones de sefial/ruido. Sin embargo, la presencia de metaboli-
tos intrinsecos conteniendo resonancias de 'H apropiadas es excepcional (18) y no existen naturalmente
metabolitos conteniendo '°F. Estas circunstancias hacen indispensable el uso de sondas extrinsecas con-
teniendo nicleos de *H (19) 6 °F (20) sensibles al pH para poder implementar con éxito las técnicas de
'H 6 19F MRS 6 MRI en la medida del pH intracelular.

Breve descripcion de la invencién.

Algunos de nosotros hemos descrito recientemente la sintesis de una nueva serie de indicadores para
la. medida del pH intracelular, pH extracelular y volumen celular por 'H RMN en suspensiones celula-
res (21-23). En esta patente, se describen algunas propiedades farmacoldgicas y toxicolégicas de estas
moléculas tutiles para su empleo como indicadores de pH en cultivos celulares y animales enteros y se
demuestran los procedimientos de obtencion de imagenes del pH tanto in vitro en sistemas modelo como
in vivo en ratones portadores de tumores RIF-1. La utilizacién de estos nuevos indicadores en conjuncién
con tecnologias de 'H MR como la imagen de desplazamiento quimico (CSI) 6 la imagen espectroscépica
(SI) permiten una disminucién considerable en los tiempos de adquisicién y un aumento significativo en
:13? resolucién de las medidas de pH en comparacién con los métodos previos basados en la utilizacién de

P MR.

Descripcion detallada de la invencién.

El esquema 1 muestra las estructuras de algunas moléculas indicadoras tutiles en medidas del pH
por 'H MRS. Los compuestos més relevantes como sondas permeables para la medida simultdnea del
pH intra- y extracelular son; el imidazol (1, R'=R?=H) y el 4cido imidazol-1-ilacético (4, R'=R2=H),

y como sonda no permeable para medidas del pH extracelular; el dcido imidazol (4)-3-(etoxicarbonil)
propiénico (9, R'=R2?=H, R=Et).

R1
A3 I) I) I)
H

cozn RO,C COgR COzH
1 2 3 4
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Esquema 1

R! y R? se refieren a hidrégeno o a cualquier sustituyente alquilo conteniendo o no °F. R se refiere
a cualquier sustituyente alquilo.

La preparacién y propiedades RMN de algunas de estas moléculas se han descrito en detalle previa-
mente (21-23). En general, la medida del pH se basa en la determinacién del desplazamiento quimico
del protén H2 de estos compuestos que actiia como “resonancia informadora” en el medio biolégico y su
comparacién con el desplazamiento quimico del protéon H2 del mismo compuesto en soluciones modelo
de pH conocido. La Figura 1 muestra la dependencia del desplazamiento quimico del protén H2 del
compuesto 9 (R!=R?*=H, R=Et) con el pH. Una extensién de este procedimiento consiste en obtener
imagenes MR del protén H2. Estas imagenes se pueden obtener por medio de una excitacién selectiva
de H2 y posterior codificacién en imagen (métodos de desplazamiento quimico-CSI) 6 mediante la exci-
tacién no selectiva de todo el espectro de protén en diversos voxels contiguos que cubren toda la muestra
(métodos de imagen espectroscépica-SI). Ambos métodos revelan la distribucién espacial de la resonancia
H2 de estos compuestos en la muestra y por tanto la distribucién del pH.

En esta invencién, describimos la utilizacién de estos compuestos para la obtencién de imégenes y
espectros de 'H RMN que revelan el pH extracelular en diversos sistemas biolégicos; incluyendo organulos
subcelulares y células aisladas 6 cultivadas de animales o plantas, érganos perfundidos, animales intactos
y seres humanos. Estos dos tltimos aspectos en particular requieren una exploracién de la toxicidad y
farmacocinética de estos compuestos asi como una demostracion fehaciente de la eficacia de los proce-
dimientos de obtencién de imédgenes de pH in vitro e in vivo. Esta patente describe; 1) las propiedades
toxicolégicas de algunas sondas ttiles de pH extracelular 2) las cinéticas de distribucién en sangre e
incorporacién a tejidos del compuesto menos t6xico de esta nueva serie y 3) los procedimientos in vitro
e in vivo de imagen MR de desplazamiento quimico (CSI) e imagen espectroscépica (SI) que permiten
obtener imagenes MR del pH extracelular en muestras modelo y en ratones portadores de tumores RIF-1.

Estudios de tozicidad en cultivos celulares y ratones.

La toxicidad de los compuestos 5(R!=R?=H, R=Et), 6 (R'=R2?=H) y 9 (R!=R?=H, R=Et) se
determiné en cultivos celulares utilizando el siguiente procedimiento. Se crecieron fibroblastos de ratén
NIH 3T3 en el medio esencial de cultivo modificado por Dulbecco (DMEM) suplemetado con 10% de suero
bovino fetal (FCS, Hyclone, Logan, Utah, USA). Una vez alcanzada la confluencia, se anadieron al medio
de cultivo los compuestos 5(R'=R?=H, R=Et), 6 (R!=R?=H) y 9 (R'=R?=H, R=Et) en un intervalo
de concentraciones de 0 a 20mM. Después, de 72h de incubacién, se determind el niimero de células
supervivientes en el cultivo mediante el método de Gillies y cols. (24). Los resultados se presentan en la
Tabla 1. El compuesto 9 (R'=R?=H, R=Et) no resulté téxico, puesto que los niimeros de células viables
en presencia de 20 mM 9 (R!=R2?=H, R=Et), no fueron significativamente diferentes del control (0 mM).
Sin embargo, el compuesto 5 (R!=R?=H, R=Et) mostré una fuerte toxicidad, induciendo muerte celular
casi completa en concentraciones de 15 mM (DLso 6,8 mM). Finalmente, el compuesto 6 (R'=R?=H)
mostré una toxicidad moderada, con una reduccién significativa del nimero de células viables observable
tan sélo en la concentracién mas alta de 20 mM.

TABLA 1

Efecto de concentraciones crecientes de los compuestos 5 (R*=R?>=H, R=Ft), 6 (R'=R*=H) y 9
(R'=R%*=H, R=Et) en la supervivencia celular.

Concentracién | Compuesto 5 | Compuesto 6 | Compuesto 9
(mM) (R'=R?=H, | (R'=R?=H) | (R'=R2?=H,
R=Et) R=Et)
0,0 1,54+0,04 1,39+0,31 1,6540,12
1,0 1,5240,10 1,5040,22 1,68+0,04
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TABLA 1 (Continuacién)

Efecto de concentraciones crecientes de los compuestos 5 (R*=R?>=H, R=Ft), 6 (R*=R*=H) y 9

(R'=R*=H, R=Et) en la supervivencia celular.

Concentracién | Compuesto 5 | Compuesto 6 | Compuesto 9
(mM) (R'=R?=H, | (R'=R2?=H) | (R'=R2?=H,
R=Et) R=Et)
5,0 1,02+0,08 1,34+0,11 1,38+0,06
10,0 0,3740,08 1,40+0,14 1,5240,13
15,0 0,2740,01 1,29+0,13 1,60+0,13
20,0 0,2040,05 1,10+0,06 1,54+0,09

Las determinaciones de supervivencia celular se llevaron a cabo midiendo la densidad éptica media
(una medida del nimero de células) como se indica en la ref. 24. Los resultados son media+SD de
determinaciones en cuatro placas distintas por cada concentracién.

También se determiné la toxicidad (LDsp) de los compuestos 1 (R'=R?=H), 4 (R'=R?=H) y 9
(R'=R?=H, R=Et) en animales enteros. Estos resultados aparecen recogidos en la Tabla 2. Se inyecta-
ron intraperitonealmente 1 (R!=R?*=H), 4 (R'=R?=H) y 9 (R'=R?=H, R=Et) en ratones machos Swiss
albino (30-40 g peso corporal) en dosis crecientes de hasta 3g/Kg peso corporal. Se utilizaron al menos
siete dosis diferentes para cada compuesto administradas a seis ratones por cada dosis, colocando los
seis ratones correspondientes a cada dosis en jaulas independientes. La LDs5g se determind una semana
después de la inyeccién mediante el método de Miller and Tainter (25). El compuesto 9 (R!=R?=H,
R=Et) que es, por sus propiedades RMN y su comportamiento en suspensiones de eritrocitos, un indica-
dor muy ttil del pH extracelular, no resulté téxico hasta dosis de 3 g/Kg peso corporal, y se observé un
comportamiento similar en el compuesto 4 (R'=R?=H). El compuesto 1 (R*=R?=H) resulté téxico en
el rango de concentraciones ensayadas, pero con una DLjsg relativamente alta. Por tanto el compuesto 9
(R'=R?=H, R=Et) presenta propiedades toxicolégicas muy apropidas para su utilizacién como molécula
indicadora del pH extracelular en animales y seres humanos.

TABLA 2
Valores de LDso para los compuestos 1 (R*=R*=H), / (R*=R*=H) y 9 (R*=R?=H, R=Ft)

Compuesto LDs (mg/Kg peso corporal)
1(R'=R2=H) 250
A(R'=R2=H) > 3000
9(R'=R2=H, R=Et) > 3000
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Las determinaciones de LDj5q se llevaron a cabo por el método de Miller y Tainter (25).
Farmacocinética.

La Figura 2 (paneles A-F) muestra los cambios de concentracién de los compuestos 1 (R'=R?=H)
y 9 (R'=R2?=H, R=Et) en el plasma y en diversos tejidos después de la administracién de Immol de
estos compuestos a ratas adultas. En el experimento que muestra el panel 2A; se inyectaron 0,5 ml de
una solucién 2M de 1 (R'=R2=H; pH:7,0) o 9 (R'=R?*=H, R=Et; pH:7,0) en la vena yugular derecha
de ratas macho Wistar (277-312 g peso corporal) y se extrajeron muestras de sangre (0,2 mi) de la vena
yugular izquierda, antes de la inyeccién y después de 1, 5, 10, 15, 30, 45 and 60 minutos. Se prepararon
las correspondientes muestras de plasma, se liofilizaron, se resuspendieron en 0,5 ml DyO (99,9%D) y se
analizaron por 'H NMR (360,13 MHz, 22°C, pH 7,2).

El compuesto 1(R'=R?*=H) desapareci6 mds lentamente (t;/2= 17 min) del plasma que el com-
puesto 9(R*=R?=H, R=Et, t;/2= 6 min). Las concentraciones mds altas de 1(R'=R?=H, 1,5 mM) y
9(R!'=R2?=H, R=Et, 6,6 mM) se alcanzaron, 2 min y 1 min después de la inyeccién, respectivamente. No
se observaron sintomas de toxicidad durante el experimento.

Los paneles 2B-2F muestran las cinéticas de incorporacién de 1 (R'=R?=H) y 9 (R'=R?=H, R=Et)
en diferentes tejidos. En estos experimentos, se inyecté 1 mmol de 1 (R'=R?=H) 6 9 (R'=R?=H, R=Et)
a tiempo 0 en la vena yugular derecha de ratas Wistar (machos adultos, 250-300 g peso corporal). A
los tiempos indicados, se sacrificaron los animales, se aislaron los érganos indicados, y se prepararon y
analizaron extractos de metabolitos solubles en dcido perclérico (6%) y por 'H NMR. (360,13 MHz, 22°C,
pH 7,2) segin hemos descrito previamente (21). Las concentraciones de los compuestos en cada tejido se
determinaron comparando las intensidades de los protones imidazdlicos del compuesto con la intensidad
de la resonancia del TSP utilizado como referencia interna (1 mM), corrigiendo en todos los casos para
la cantidad de tejido extraido.

El compuesto 1 (R!=R2=H) se encontré en todos los tejidos analizados, alcanzando concentraciones
relativamente altas (umols/g peso corporal) en el cerebro (15,1), corazén (12,8), misculo esquelético
(5,3), rindén (12,1) e higado (2,2). Las concentraciones alcanzadas en los tejidos fueron superiores a las
alcanzadas en plasma (panel 2A) indicando que 1 tiende a acumularse en los espacios intracelulares.
Despusés de abandonar el plasma, las concentraciones mas altas de 1 (R*=R2=H) se encontraron primero
en higado (10 min), después en musculo esquelético y corazén (10-20 min) y finalmente en cerebro y
rifén (30 min). En contraste, 9 (R'=R2?=H, R=Et), no se pudo detectar en el cerebro, se detectaron
trazas en higado (<0,2) y corazén (<0,5) y alcanzé concentraciones comparables a 1 (R'=R2?=H) en
misculo esquelético (5,8) y rifién (13,9). Las trazas de 9 (R'=R?*=H, R=Et) encontradas en corazén e
higado reflejan muy probablemente la contaminacién con sangre en estos 6rganos. Las concentraciones
méaximas de 9 (R'=R?=H, R=Et) en tejidos se alcanzaron primero en el rifién (a los 10 min) y después
en el miisculo esquelético (a los 20 min). Tan sélo en el rifién 9 (R'=R?=H, R=Et) alcanza una concen-
tracién similar a la detectada en plasma, indicando que este compuesto es un buen marcador del espacio
extracelular especialmente en el cerebro, higado y corazén. Por tltimo 9 (R'=R?=H, R=Et) alcanzé
su concentracién més alta en rifién méds rapidamente que 1 (R'=R?=H), pero en el musculo esquelético
ocurrié lo contrario.

Imdgenes de pH por Resonancia Magnética; *H CSI y 'H SI.

La Figura 3 muestra la obtencién de una imagen de pH utilizando 'H CSI (imagen de desplazamiento
quimico) y el compuesto 9 (R!=R?=H, R=Et). Esta es, hasta lo que conocemos, la primera imagen
de la distribucién espacial del pH tomada con técnicas de CSI y una sonda molecular extrinseca. En
este experimento, se colocé una solucién 0,3M de 9 (R'=R2?=H, R=Et; pH 7,4) en agua en un tubo de
RMN de 5mm que contenia en su interior un capilar de 2mm de didmetro lleno de agua. Se obtuvo una
imagen de RMN de un corte coronal perpendicular al eje mayor del tubo, utilizando una sonda comercial
de microimagen (Bruker Analistische Messtechnich, Rheinstetten, Alemania) provista de un inserto para
tubos de 5 mm y un dispositivo de gradientes magnéticos ortogonales protegidos activamente contra co-
rrientes de Eddy. Las condiciones de adquisicién fueron, 8.4 Teslas de Campo Magnético estatico (Bo),
22°C de temperatura, 500 p de seccién perpendicular al eje z, excitacién selectiva de la resonancia H2
de 9 (R'=R2?=H, R=Et; 8,04 ppm) mediante una secuencia de eco de espin y codificacién en imagen del
eco resultante utilizando un gradiente de lectura constante (eje x) y un gradiente de fase variable (eje
y), respectivamente (12,13). La imagen de desplazamiento quimico muestra que la resonancia H2 estd
presente exclusivamente en la porcién mas externa del tubo, sin contaminar apreciablemente el espacio
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ocupado por el capilar coaxial que contiene exclusivamente agua. Dado que la distribucién de la resonan-
cia H2 es uniforme en el espacio periférico al capilar, es posible concluir que el pH de 7.4 revelado por la
resonancia H2 de 9 (R'=R?=H, R=FEt) es homogéneo en toda la solucién. Este resultado demuestra que
es posible obtener una imagen de aquellas regiones de una muestra que muestran idéntico pH utilizando
métodos de CSI y la resonancia H2 del compuesto 9 (R!=R?=H, R=Et). Se pueden obtener resultados
similares utilizando las otras sondas indicadas en el esquema 1 6 extender estos resultados a nuevas sondas
conteniendo '°F mediante 1°F CSI.

Finalmente, llevamos a cabo experimentos de imagen espectroscépica (SI) de 9 (R'=R2?=H, R=Et)
en ratones portadores de tumores. Se inocularon subcutdneamente 0,5 ml de tampén Hank’s conteniendo
1x10° células de Fibrosarcoma inducido por radiacién (RIF-1) en los flancos de ratones C3H/Hen de
6-8 semanas de edad. Se dejaron crecer los tumores durante 1-2 semanas hasta alcanzar volimenes de
400-900 mm?, determinados con medidas en tres direcciones ortogonales del tumor. Se prepararon los ra-
tones para el experimento de imagen espectroscépica con una inyeccién intraperitoneal de 9 (R!=R?=H,
R=Et; 0,15 ml de una solucién 1M pH=7,0). Dos a cinco minutos después de la inyeccién, se anestesiaron
los ratones con cetamina (50 mg/Kg) y acepromazina (5mg/Kg), inmovilizdndolos en una camilla para
animales con una bobina solenoidal de 'H apropiada para su utilizacién en el iman horizontal de 4,7
Teslas. Se ayud6 a mantener la temperatura corporal del ratén anestesiado mediante una bolsa de agua
caliente recirculante colocada debajo del ratén.

La camilla para animales y la bobina de 'H estdn disefiadas para espectroscopia e imagen de 'H en
general y no contienen caracteristicas especificas para la utilizacién de los derivados de imidazol como
sonda de pH extracelular. Se pueden utilizar otros disenos y sondas equivalentes con igual facilidad para
este propdsito. La imagen espectroscépica se adquirié utilizando la secuencia BASSALE (15,16).

La imagen espectroscépica (SI) mostrada en la Figura 4 se obtuvo de voxels de tamafio 2x2x4 mm?3.
Cada espectro (x1,y1) hasta (x12,y12) representa un voxel diferente en el tumor. La parte superior (12
ppm-5,5 ppm) muestra la distribucién espacial de una de las resonancias de los protones imidazéficos de 9
(R'=R2=H, R=Et; ver voxels x10-y8, x11-y8,x10-y7 y x11-y7). La parte inferior muestra la distribucién
de la resonancia del agua (a 4,7 ppm) en los mismos voxels.

Se puede calcular un valor para el pH en cada voxel a partir de los espectros de la parte superior y
las curvas de titulacién de los desplazamientos quimicos de 9 (R'=R2?=H, R=Et) frente a pH (20, ver
Figura 1).Dado que los desplazamientos quimicos de este protén no son iguales en cada voxel y que 9
(R'=R%=H, R=FEt) permanece en el espacio extracelular, la variacién entre los diversos voxels del des-
plazamiento quimico de 9 refleja heterogeneidad de pH en las diversas zonas del tumor.

En resumen, los resultados presentados en esta patente demuestran un nuevo procedimiento para ob-
tener imagenes de la distribucion del pH extracelular en muestras biolégicas, no transparentes, utilizando
una nueva serie de indicadores extrinsecos y métodos de Resonancia Magnética. Mostramos que algunos
de estos indicadores no son téxicos y permiten determinaciones de pH mediante métodos de imagen de
desplazamiento quimico (CSI) 6 imagen espectroscépica (SI) en volimenes de hasta 0,2 ul con resolu-
ciones de pixel de 20ux20u en un campo magnético de 8,4 Teslas. Los resultados de la aplicacién de
esta metodologia in vivo en ratones portadores de tumores han proporcionado las primeras evidencias de
heterogeidad de pH in situ en tumores RIF-1 implantados en ratones C3H/Hen.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimientos para la obtencién de imagenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnética con indicadores extrinsecos conteniendo 'H ¢ '°F.

2. Procedimientos para la obtencién de imégenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnética con indicadores extrinsecos conteniendo 'H 6 1°F segiin la reivindicacién 1, caracterizados
por su utilizacién en fisiopatologia de microorganismos, organulos subcelulares, células aisladas 6 en cul-
tivo, érganos perfundidos, animales intactos y seres humanos.

3. Procedimientos para la obtencién de imégenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnética con indicadores extrinsecos conteniendo *H 6 '9F segtn las reivindicaciones 1 y 2, caracteri-
zados por la utilizacién de la serie de compuestos 1-9 del esquema 1 como indicadores extrinsecos y 'H
MRS, 'H MRI o cualquier combinacién de estos métodos; 6 "FMRS y FMRI si se incluye °F como
sustituyente en el indicador extrinseco.

4. Procedimientos para la obtenciéon de imagenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnética con indicadoras extrinsecos conteniendo 'H 6 ?F. Segiin las reivindicaciones 1, 2, 3, caracte-
rizados por sus aplicaciones de diagndstico clinico en distrofias musculares, patologias isquémicas y en la
evaluacion de la respuesta a diversas terapias; en transformacién tumoral benigna 6 maligna, metédstasis
y en la evaluacion de la respuesta tumoral a terapias; en fisiologia y medicina del ejercicio y del deporte; o
por extensién en cualquier otra situacién fisiolégica, patologica o terapéutica que involucre modificaciones
en el pH intra y extracelular.

5. Procedimientos para la obtencién de imégenes y espectros del pH extracelular por Resonancia
Magnética con indicadores extrinsecos conteniendo 'H 6 '°F segtin las reivindicaciones 1, 2, 3 y 4 adap-
tados para la medida del pH intracelular y obtenciéon de imagenes del pH intracelular mediante el uso de
indicadores del esquema 1 modificados para permanecer atrapados en el espacio intracelular.
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Descripcién detallada de los dibujos.
Figura 1

Curva de titulacién del compuesto 9 (R'=R?=H, R=Et) en D0 (99,9%D). Los desplazamientos quimicos
(8) del protén H2 se midieron por 'H MRS (360,13 MHz, 22°C) con respecto a TSP interno a 0 ppm. Las
medidas de pH no estan corregidas para el efecto del D.

Figura 2

Concentraciones en plasma y tejidos de 1 (R*=R2?=H, puntos blancos) y 9 (R!=R?=H, R=Et, puntos
negros) después de la inyeccién intravenosa de 1 mmol de cada compuesto en ratas macho Wistar. A: Plasma,
B: Higado, C: Corazén, D: Musculo esquelético (gastrocnemio izquierdo), E: Cerebro y F: Rifién.

Figura 3

Imagen de pH 7,2 de un objeto modelo. Esta imagen muestra las regiones del especimen que tienen
pH=7,2. El objeto es un tubo de RMN de 5 mm de didmetro con una solucién 0,3M de 9 (R!=R?=H,
R=Et, pH 7,2) que contiene insertado un capilar de 2mm de didmetro con agua destilada. La imagen se
obtuvo a 8,4 Teslas utilizando una secuencia convencional de eco de spin con excitacién selectiva de la senal
del proton H2 (8,08 ppm) en una seccién coronal con 500u de espesor (eje z). En el dominio del tiempo
se recogieron 256 ecos, conteniendo 256 puntos/eco cada uno en presencia de un gradiente constante de
lectura (eje x) y de 256 incrementos del gradiente de fase (eje y), respectivamente. La imagen se obtuvo
después de una transformacién de Fourier bidimensional de la matriz resultante (256x256) utilizando célculo
de magnitud. En la adquisicién se emple6 una sonda comercial Bruker equipada con gradientes protegidos
activamente y un inserto de 5mm. El tamaifio del voxel es (x,y,2) 20ux204x500x (0.2 uL de volumen) conte-
niendo 60 nmols de 9 (R'=R?=H, R=Et). Nétese que el capilar interno que contiene agua (a 4,8 ppm) no
muestra sangrado de senal H2. El tiempo de adquisicién fue aproximadamente 60 minutos.

Figura 4
Imégenes espectroscépicas (SI) de la distribucién de 9 (R'=R?=H, R=Et; A) y agua (B) en un tumor

RIF-1 implantado en ratones C3H/Hen. La imagen se obtuvo a 4,7 Tesla como se indica en las referencias
15 y 16.
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