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RESUMO

Atualmente, segundo a Organizacdo mundial de Saude (OMS), o diagnéstico
precoce de processos infecciosos de origem bacteriana continua sendo um desafio
na area médica, bem como a diferenciacdo entre processos inflamatérios assépticos
e infecciosos. Sendo este Ultimo agravante de extrema importancia para estabelecer
um tratamento clinico ideal para o paciente. A Medicina Nuclear (MN) tem procurado
auxiliar no diagndstico e diferenciacdo desses processos, sendo considerada uma
técnica precoce, segura e minimamente invasiva que utiliza agentes especificos para
identificar diferentes doencas, incluindo infec¢cdo. Neste trabalho, os antibidticos
Ciprofloxacina e Amoxicilina foram escolhidos para marcacdo ao Tecnécio-99m,
devido ao amplo espectro de acédo bacteriana associado a estes farmacos, onde o
objetivo deste trabalho foi padronizar um protocolo de marcagédo com Tc-99m para
diagnostico de infeccdo bacterina no Centro Regional de Ciéncias Nucleares do
Nordeste (CRCN/NE). O planejamento fatorial foi a ferramenta estatistica escolhida
para tornar possivel a otimizacdo dos experimentos, diminuindo o numero de
repeticdes, custos e exposicao as radiacdes ionizantes, onde a partir da definicdo de
trés variaveis principais (antibiético, redutor e antioxidante), estabeleceram-se duas
formulacbes de sinteses ideais, uma para cada radiofarmaco testado. Estes
complexos foram facilmente radiomarcados por meio da adicdo de pertecnetato de
soédio (Na99mTcO4) em cada preparacéo, utilizando uma atividade maxima de 1mCi.
Os radiofarmacos sintetizados permaneceram estéreis, apresentando uma eficiéncia
de marcacao superior a 90%, estando de acordo com os compéndios oficiais para
preparacoes radiofarmacéuticas complexadas ao tecnécio. A atividade microbioldgica
de 99mTc-CIPRO e 99mTc-AMOX, avaliada por meio de internalizacdo bacteriana a
cepas de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, mostrou que 0S
antibidticos radiomarcados foram capazes de reconhecer tanto bactérias Gram-
positivas quanto Gram-negativas, sugerindo preservacdo do amplo espectro de
atividade mesmo apdés a marcacdo, alcancando uma alta taxa de ligacdo de
aproximadamente 50%, durante 2h. Desta maneira, os resultados obtidos sugerem
gue 99MmTc-CIPRO e 99mTc-AMOX poderiam ser utilizados para identificar focos

inflamatorios e infecciosos além de diferenciar sitios assépticos de sépticos.



Palavras-chave: radiodiagnéstico de infeccdo; antibidticos radiomarcados;

cintilografia para infecgéo.



ABSTRACT

Currently, according to the World Health Organization (WHO), the early
diagnosis of bacterial infectious processes remains a challenge in the medical field, as
well as the differentiation between aseptic and infectious inflammatory processes, that
is extremely important to establish an ideal clinical treatment for the patient. The
Nuclear Medicine (MN) has tried to assist in the diagnosis and differentiation of these
processes, being considered an early, safe and minimally invasive technique that uses
specific agents to identify different diseases, including infection. In this work,
Ciprofloxacin and Amoxicillin antibiotics were chosen for radiomarking the technetium-
99m due to the broad spectrum of bacterial action associated with these drugs, and
the objective of this work was to standardize a Tc-99m radiomarking protocol for
diagnosis of bacterial infection at the Regional Center for Nuclear Sciences of the
Northeast (CRCN-NE). The factorial design was the statistical tool chosen to make
possible the optimization of the experiments, reducing the number of repetitions, costs
and exposure to ionizing radiation, in which by the definition of three main variables
(antibiotic, reducer and antioxidant), two ideal synthesis formulations were established,
one for each radiopharmaceutical tested. These complexes were easily radiolabeled
by adding sodium pertechnetate (Na99mTcO4) to each preparation, using a maximum
activity of 1mCi. The synthesized radiopharmaceuticals remained sterile, presenting a
labeling efficiency greater than 90%, in accordance with the official compendiums for
radiopharmaceutical preparations complexed to technetium. The microbiological
activity of 99mTc-CIPRO and 99mTc-AMOX, assessed through bacterial
internalization to strains of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa,
showed that radiolabeled antibiotics were able to recognize both Gram-positive and
Gram-negative bacteria, suggesting preservation of the broad activity spectrum even
after marking, reaching a high connection rate of approximately 50% for 2 hours. Thus,
the results obtained suggest that 99mTc-CIPRO and 99mTc-AMOX could be used to
identify inflammatory and infectious foci in addition to differentiating aseptic from septic

sites.

Keywords: radiodiagnosis infection; radiolabeled antibiotics; scintigraphy for infection.
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1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios da saude publica mundial, principalmente em
paises subdesenvolvidos, é 0 aumento da morbidade e a alta incidéncia de
pessoas acometidas por quadros de infec¢do bacteriana, além da dificuldade
relacionada a diferenciacao entre infeccédo e inflamacao estéril. Estes fatores
elevam os empenhos e os custos direcionados para o diagnostico e terapia dos
pacientes (TOUAT et al., 2019; AULETTA et al., 2016).

Um outro agravante esti associado ao aumento significativo da resisténcia
microbiana a inUmeras classes de antibitticos utilizados na clinica, relacionada
a automedicacdo. Isto limita a eficacia da maioria dos farmacos comercializados
e dificulta a conduta clinica para estabilizacdo e/ou erradicacdo de doencas
infecciosas (NAQVI et al, 2018).

Processos inflamatorios e infecciosos apresentam-se de forma
sintomatologica semelhante. A inflamac&o pode ser definida como uma reacéo
localizada na microcirculacdo do organismo, proveniente de algum tipo de dano
tecidual. Este dano desencadeia o transporte de leucdcitos e fluidos do sangue
para o meio extracelular, por meio de mediadores, dando inicio aos sintomas
cardinais da inflamacéo. A infeccdo se caracteriza quando a inflamacao é
originada no organismo por meio de microrganismos como bactérias, virus,
fungos, protozoarios (CHEN et al, 2017; ANDRADE, 2017).

Atualmente diferentes técnicas de imagens tém sido utilizadas em radiologia
e medicina nuclear (MN), como por exemplo a radiomarcacdo de células
leucocitarias, considerada em muitos paises como “padrdo ouro” para
diagnostico de infec¢do. Todavia, nenhuma das técnicas usuais mostraram-se
eficazes na diferenciacéo entre processos infecciosos e processos inflamatérios
estéreis, bem como na especificacdo do patdogeno envolvido (AULETTA et, al.
2016; AHMED et al, 2019).

Antibidticos, como a Ciprofloxacina e a Amoxicilina que apresentam
ligacdo especifica a bactérias, podem ser associados a tracadores radiativos,
como o tecnécio-99-metaestavel (°°Tc). Estes novos compostos podem

proporcionar avancgos na identificagcéo, diferenciagéo, determinacdo da conduta
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terapéutica e no acompanhamento do tratamento em pacientes acometidos por
guadros de infeccdo (HARRIS et al, 2019; LOUREIRO et al, 2016).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi implementar um protocolo
otimizado para radiomarcacdo de antibiéticos no CRCN/NE. Diante do exposto,
se fara necessério:

e Definir os protocolos de radiomarcacédo de *"Tc-CIPRO e %MTc-AMOX,

a partir das andlises das sinteses realizadas por meio do planejamento
fatorial;

e Estabelecer procedimentos para quantificacdo da eficiéncia de marcacéo

e demais testes de controle de qualidade;
e Comprovar a eficacia dos radiofarmacos por meio de internalizacdo a

cepas bacterianas de Staphylococcus aureus e Pseudomona aeruginosa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Como embasamento tedrico, a seguir sdo detalhados temas correlacionados
com a presente dissertacao, a fim de permitir melhor compreensé&o acerca do

assunto.

2.1 MEDICINA NUCLEAR

A MN é uma especialidade médica com finalidade diagnéstica e
terapéutica, segura e ndo invasiva, capaz de fornecer informacdes fisiol6gicas e
metabdlicas de 6rgdos e tecidos por meio da administracdo de tracadores
radioativos (DIAS, 2015; SILVA, 2017; BOSCHI, et al., 2019). Estes tracadores
sdo denominados radiofarmacos, “preparagdes farmacéuticas com acéao
farmacologica minima que, enquanto retidos no corpo podem ser detectados
fornecendo informacdes sobre a area estudada, proporcionando o mapeamento
e aquisicdo de imagens”, segundo definem as resolugdes da Anvisa RDC 38/
2008 e RDC 301/2019 IN n° 37.

Os radiofarmacos séo compostos por um farmaco e um radionuclideo e,
guando administrados, seguem rotas metabdlicas ou funcionais do organismo
vivo, se depositando nos locais pelos quais ha predilecdo especifica, o que
permite a realizacdo de exames radiodiagnosticos, acompanhamento evolutivo
de tratamentos e terapia (ROBILOTTA, 2006). Na Figura 1 é possivel visualizar

0 esquema de formacéo dos radiofarmacos.

Figura 1 - Representacdo da formacéo dos radiofarmacos.

Radionuclideo Ligante quimico Alvo
(carreador)

Radiofarmaco Radiofarmaco
no sitio-alvo

Fonte: Modificado de Boschi et al. (2019).
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A utilizacdo de medicacdes radiofarmacéuticas, assim como qualquer
outra medicacdo, esta sujeita a regulamentacdes. Por serem substancias
injetaveis devem ser estéreis, livres de elementos pir6genos e aprovados em
ensaios de controles de qualidade. As caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco determinam a fixacdo no tecido ou 6rgdo em estudo, além da
metabolizacdo e eliminacdo, enquanto que as caracteristicas fisicas do
radionuclideo, tais como tempo de meia vida fisica e tipo de radiacdo emitida,
determinardo a indicacao diagnéstica ou terapéutica (OLIVEIRA et al., 2006;
SAHA, 2010).

Apesar de também ser indicada para terapia curativa, a MN contribui
predominantemente no diagnostico de doencas, sobressaindo-se aos métodos
radiolégicos convencionais, tais como raios X, tomografia computadorizada,
ressonancia magnética, além de métodos ultrassonograficos. Isto se da pela
capacidade de identificar precocemente processos patoldgicos que
provavelmente s6 seriam identificados posteriormente pela radiologia
convencional. Neste caso, estas técnicas convencionais fornecem informacdes
baseadas nas alteracbes anatdmicas resultantes dos estagios avancados
relacionados a doenca (ARAUJO et al., 2008; SILVA, 2017; REILLY, 2019).

Apés a administracdo do radiofarmaco ao paciente, a deteccdo da
radioatividade presente no organismo € realizada utilizando um conjuntos de
detectores cintiladores, presentes em equipamentos tomograficos, que podem
ser do tipo: tomografia computadorizada por emisséo de féton unico (SPECT) ou
tomografia por emissao de pésitrons (PET) (KUBO, 2016; SILVA, 2017).

Estes métodos de aquisicdo de imagens se diferenciam principalmente
pelo tipo de radionuclideo complexado ao farmaco que sera utilizado, resultando
na deteccao diferenciada da radiacdo emitida, como mostrado na Figura 2. Em
equipamentos do tipo SPECT séo utilizados radionuclideos emissores de féton
anico, ou seja, radionuclideos que emitem um féton gama por cada decaimento
radioativo. Nos equipamentos do tipo PET, sdo utilizados radionuclideos
emissores de pasitrons; estes positrons percorrerdo uma curta distancia se
aniquilando com elétrons presentes no meio, dando origem a dois fétons (com
energia de 511 keV cada), propagando-se em sentindo opostos (REIS, 2012;
KUBO, 2016).
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Figura 2 - llustracéo da diferenciacéo de aquisicdo PET e SPECT.
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Fonte: Modificado de Xu et al. (2011).

Estes equipamentos detectam a radiacdo e determinam, baseados em
coordenadas, sua origem e intensidade, convertem essas informagdes em sinais
elétricos e direcionam esses dados para sistemas computacionais.
Posteriormente, em monitores, as imagens séo visualizadas e se faz possivel
classifica-las em areas de alta atividade e areas de baixa atividade, de acordo
com a maior ou menor captacao do radiofarmaco na area em estudo (ZIESSMAN
et al., 2014).

2.1.1 Aplicacdes do *™Tc na MN

Atualmente o *"Tc é o radionuclideo mais utilizado em MN para
realizacado de imagens diagnésticas SPECT, associado a aproximadamente 80%
dos procedimentos. Isto ocorre principalmente devido a sua alta disponibilidade,
facilidade de obtencdo e baixo custo associado, comparado a outros
radionuclideos. Possui caracteristicas fisicas e quimicas apropriadas, tais como:
tempo de meia-vida relativamente curto (6 horas); decaimento gama puro e baixa
energia (140 keV), podendo atingir varios estados de oxidacdo e de
coordenacao, possibilitando sua ligacdo aos diferentes farmacos (OLIVEIRA,
2006; COSTA, 2019; BOSCHI, 2019).
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2.1.1.1 Vias de obtencéo do *"Tc

O ¥™T¢ é um radionuclideo derivado do decaimento do Molibidénio-99
(®**Mo), sendo geralmente obtido por meio de um gerador portatil (°®Mo/*°"Tc)
sob a forma de pertecnetato-99m, como mostrado na Figura 3. O °Mo,
denominado radionuclideo pai, possui meia vida-fisica de 66 horas, decaindo por
emissao beta (37), e é obtido em reatores nucleares, por meio de fissao em alvos
de uranio-235 (?*°U) altamente enriquecidos (ROSS, 2015; BOSCHI, 2017).

Figura 3 - Esquema de decaimento do **Mo a **Tc
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Fonte: MARQUES et al. (2001).

Por meio de uma coluna cromatografica, envolta em 6xido de aluminio
(AP, as espécies advindas do gerador **Mo/**™Tc (pertecnetato metaestavel
(®*MTcOy). pertecnetato *°TcOy’); ions Al**; Molibdato (*®MoO?4) e compostos de
tecnécio com outros estados de oxidacdo) sdo separadas. No processo de
eluicdo, o **Mo (sob a forma de Molibdato, *®MoQ?,), fica retido na coluna,
enquanto o pertecnetato metaestavel e seu isbmero em estado fundamental, que
apresentam menos afinidade pela coluna, sdo facilmente eluidos por meio da
passagem de solucao fisioldgica em frascos a vacuo.

Antes da preparacao dos radiofarmacos se faz necessario realizar testes
de controle de qualidade do eluato produzido, a fim de identificar e quantificar
possiveis impurezas, como niveis elevados de ions de AlI?*, Mo0O2>* e espécies
de pertecnetato com estado de oxidacao indesejaveis (MARQUES et al., 2001;
BOSCHI, 2019). O sistema do gerador *®Mo/?°*"Tc pode ser visto na Figura 4.
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Figura 4 - Sistema representativo do gerador 99Mo/99mTc.
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Fonte: ANDRADE (2012).

2.1.1.1.1 Quimica do *™Tc

O elemento quimico Tecnécio (**™Tc), de nimero atémico 43, é um metal
localizado no grupo 7 (7B) da tabela periodica. Por ser um metal de transigéao,
existe em varios estados de oxidacdo (-1 a +7), apresentando configuracdes
eletrdnicas distintas. O eluato de *™Tc esta no estado de oxidacdo mais estavel
(+7), nado reativo. Desta forma, para fins de radiomarcacédo a farmacos se faz
necessario a reducao deste elemento a niveis mais baixos de oxidacdo. Nos
ultimos anos, varios foram os esforcos em busca de um agente redutor ideal,
sendo atualmente o cloreto estanoso dihidratado (SnCI2.2H20) é o redutor mais
utilizado em sinteses de radiofarmacos complexados a **"Tc (SHAHZADI et al.,
2015; BOSCHI, 2019).

Geralmente os componentes envolvidos na sintese de radiofarmacos
marcados com *MTc sdo: **"TcOs-, um agente redutor e um ligante. Para
constituicdo de radiofarmacos, o pertecnetato é reduzido a niveis mais baixos de
oxidacdo e em seguida é complexado ao ligante/quelante. Ou seja, apdés o
pertecnetato ser oxireduzido, vacancias sdo formadas em sua o6rbita, deixando-
0 reativo para se ligar aos pares de elétrons dos ligantes/quelantes (COSTA,
2019), formando complexos que podem ser utilizados para fins radiodiagndsticos
por meio de imagens cintilograficas. Apds a sintese sao obtidos no minimo trés
formas quimicas: radiofarmaco, tecnécio hidrolisado (**™TcO.) e *"TcOy livre.
Na Figura 5, sdo mostradas as espécies de tecnécio formadas e sua respectiva
oxireducde, sendo **MTcO. indesejada nas preparacdes, uma vez que altos

percentuais dessas impurezas podem prejudicar a qualidade do radiofarmaco e
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formar moléculas marcadas que interferem na biodistribuicdo e na imagem
(VEIGA, 2013; COSTA, 2019).

Figura 5 - Esquema de obtencdo dos radiofarmacos de **™Tc por processo de marcagdo
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Fonte: A autora (2020).

2.2 INFLAMACAO E INFECCAO

A inflamagé&o pode ser definida como uma reagéo de defesa do organismo
a algum tipo de dano tecidual, ocasionados por diversos fatores, tais como:
imunologicos (alergias, alimentacdo), fisicos (cortes, insolacdo, trauma,
radiacdo), quimicos (substancias corrosivas, toxicas, agentes irritantes) e
enddgenos (CHEN et al, 2018).

A resposta inflamatéria tem por objetivo proteger o organismo por meio
de diluicdo, destruicdo ou neutralizacdo de agentes prejudiciais ao organismo,
sendo responsavel por estimular eventos que curam e reparam os sitios de lesdo
celular. Sem inflamacéo, as infec¢cdes avancariam sem controle e, em nenhum
momento as feridas cicatrizariam (ROBBINS, 2013; ABDULKHALED et al, 2018).

No entanto, quando a inflamacé&o ocorre no organismo devido a presenca
de microrganismos, denomina-se infeccdo, esta por sua vez, necessita
obrigatoriamente da presenca de um patégeno envolvido, como bactérias,
fungos, virus, protozoarios. Esta contaminacdo pode ocorrer por rompimento
epitelial, inalacdo, ingestdo ou transmissao sexual. Normalmente a resposta
inflamatoria atua contra os microrganismos contribuindo para regeneracédo da
area lesada, reparo e cicatrizacado. No entanto, dependendo do patégeno atuante
e da imunidade do individuo acometido pela infec¢do a resposta inflamatéria
pode se apresentar ineficaz (DIAS, 2015; ABDULKHALED et al, 2018).
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Continuamente um dos grupos de microrganismos que se destaca
como sendo o principal causador de doencas infecciosas sao as bactérias
gue constituem a microbiota humana, onde geralmente, em condi¢cdes
normais, devido a sua baixa viruléncia, ndo oferecem riscos a saude. No
entanto podem causar sérias complicacbes em pessoas com quadros
clinicos comprometidos e imunodeprimidas (DIAS, 2015; LAKHUNDI,
ZHANG, 2018).

Dentre as principais bactérias oportunistas causadoras de infeccfes
em hospedeiros humanos, segundo dados recentes da Organizacao
Mundial de Saude (OMS), encontram-se as bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (OMS, 2017). Esses agentes
microbianos sao considerados desafiadores na area médica devido a alta
incidéncia hospitalar, disseminagdo e resisténcia medicamentosa.
Normalmente essas bactérias estdo presentes na agua, no solo ou na
microbiota, transitando nos individuos em comensalismo e, quando existem
lesbes ou falha no sistema imunolégico aproveitam-se do hospedeiro
trazendo-os complicacdes (DUIJKEREN et al., 2018; JANG et al., 2017 (b);
POOLMAN, ANDERSON, 2018).

2.3 IMPORTANCIA DO DIAGNOSTICO DE INFLAMACAO /INFECCAO

A diferenciacéo entre processos inflamatorios e processos infecciosos é
de extrema importancia para estabelecer a conduta clinica ideal a ser adotada
para o paciente, evitando desta forma que o quadro infeccioso evolua para
estagios mais graves como por exemplo sepse (DIAS, 2015; PATEL etal., 2019).

Existindo suspeitas de infeccéo, no processo de investigacdo da doenca,
exames laboratoriais microbiolégicos sao requeridos, indicando ou excluindo a
presenca de agentes bacterianos no organismo, bem como identificando o
patégeno envolvido. No entanto, estas técnicas séo limitadas, uma vez que nem
sempre conseguem identificar a localizacdo exata dos sitios de
inflamacéo/infeccdo para obtencdo de amostras para cultura ou a biopsia pode

ser muito invasiva, além disto por meio destas técnicas ndo se consegue
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delimitar a extensdo da patologia, bem como acompanhar a eficacia do
tratamento (LAWAL et al., 2017).

Exames tradicionais de imagens radiolégicas sédo frequentemente
utilizados para detectar alteracbes anatdbmicas resultantes de processos
inflamatérios/infecciosos, mas sem diferencia-los (LAWAL, et al., 2017), uma vez
gue alteragbes anatdmicas estao relacionadas diretamente ao avanco dessas
condicdes patologicas no organismo (PALESTRO, 2019). Diante disso, quando
existe indicagdo, exames com maior sensibilidade, como as cintilografias
realizadas em MN, sao indicados, sendo possivel por meio deles a realizacdo de
varreduras de corpo inteiro, contribuindo de forma positiva na identificacao e
localizagdo de processos inflamatérios e infecciosos (TAIEB et al., 2019; KONG
et al., 2019).

2.4 RADIOFARMACOS UTILIZADOS PARA O DIAGNOSTICO DE
INFECCAO/INFLAMACAO

Existem no mercado uma variedade de radiofarmacos com diferentes
respostas empregados rotineiramente para identificacdo e localizacao de focos
inflamatorios assépticos e infecciosos. Estes medicamentos sdo complexados a
diversos radionuclideos, com caracteristicas diferentes, sendo 0s mais
utilizados: gélio-67, indio-111, fldor-18 e tecnécio-99m (PALESTRO, 2019).
Estes compostos possuem mecanismos de acumulo especifico que
compreendem um numero de possiveis interacdes entre o radiofarmaco e o alvo.

Algumas caracteristicas fisicas desses elementos sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas dos radionuclideos utilizados no diagnéstico de
inflamacdao/infec¢éo

RADIONUCLIDEO TY% DECAIMENTO (keV)
5Ga 78 h Captura eletronica 93, 185,300, 394
N 67 h Captura eletronica 171, 245
9mT¢ 6h Transicéo isomérica 140
18 110 min  Emissdo de positrons 511

Fonte: Modificado de OLIVEIRA (2006).
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A escolha do radiofarmaco para o diagnéstico de infec¢édo € baseado na
situacao clinica do paciente, na reagdo do organismo e nas particularidades dos
sintomas. Além disso, o percurso e o efeito da medicacdo também sao
considerados para certificar que sua utilizagdo implica na identificacdo do
processo nos sitios de inflamacé&o/infeccédo (DIAS, 2015).

Os radiofarmacos destinados para diagnosticar processos infecciosos
agem acumulando-se nos sitios de infeccdo pelo aumento do fluxo sanguineo e
permeabilidade vascular ou devido a migracdo de células leucocitarias
(SALMANOGLU, 2017). A Figura 6 mostra a biodistribuicdo normal de alguns

radiofarmacos destinados a este fim.

Figura 6 - Biodistribuicdo dos quatro radiofarmacos mais utilizados na clinica para diagnéstico
de inflamacé&o/infecgéo.
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Fonte: Modificado de SALMANOGLU, et al. (2017).

Apesar da ampla oferta, dentre os radiofarmacos usuais ndo existe um
gue atenda todas as especificacfes desejadas, dentre elas: baixa dose de
radiacéo, rapida e segura manipulacéo, capacidade de distinguir inflamacéo de
infeccdo, capacidade de identificar o patégeno envolvido, rapida liberacdo
sanguineo e do corpo, rapida depuracéo, alta disponibilidade comercial e custo
reduzido, entre outros (SAHA, 2010).

Devido as limitagbes encontradas nos radiofarmacos usuais, 0S
empenhos para a descoberta de novos radiotracadores mais especificos

para o diagnostico de infec¢cdo continuam mundialmente, onde pesquisas
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envolvendo a utilizacdo de agentes como: antibiéticos, peptideos, lipossomas,
imunoglobinas, quimiotaticos, citocinas, vitaminas, tém sido realizadas. Dentre
0s compostos mencionados, os antibiéticos foram os primeiros a serem
radiomarcados ao °™Tc, pois apresentavam-se de forma promissora na
formacédo das imagens de infeccdo. A hipdtese seria que o antibidtico seria
internalizado e metabolizado pelas bactérias atuantes nos sitios de
infeccdo presentes no organismo, sendo possivel dessa forma mapear
com precisdo a localizacdo desses sitios, bem como delimitar sua
extensdao de forma precoce, por meio de exames cintilograficos
(PALESTRO, 2019; AULETTA, et al., 2016).

2.4.1 Galio (°'Ga)

Os servicos de MN tém utilizado ha décadas o galio (°’Ga), em estudos
oncoldgicos, para diagnostico, estadiamento e acompanhamento da reposta
terapéutica. Além disso, este radiofarmaco € utilizado na localizacdo de
processos inflamatérios e infecciosos agudos e crénicos, apresentando elevada
sensibilidade para deteccdo dessas patologias (SALMANOGLU, et al., 2017;
SEGARD, et al., 2018). Este elemento € produzido em ciclotron por meio do
bombardeamento de prétons em zinco enriquecido (8Zn) eletrodepositado em
placa de cobre niquelada (SEGARD, et al., 2018).

O %Ga, quando administrado, encontra-se predominantemente no
plasma ligado principalmente a transferrina, devido a sua forma i6nica de
ligacdo analoga ao ferro, sendo em processos tumorais, de inflamacdo ou
infeccdo direcionado por meio da vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo,
permeabilidade dos vasos e migracdo leucocitaria para o local do dano
(SALMANOGLU, et al., 2017).

Em processos infecciosos, o ®’Ga liga-se a lactoferrina, devido a alta
concentracdo dessa proteina nesses processos. Isto ocorre porque O
radiofarmaco tem mais afinidade pela lactoferrina do que pela transferrina. A
lactoferrina  encontra-se nos granulos secundarios dos leucdcitos
polimorfonucleares. E estas células leucocitarias, principalmente os neutréfilos,

chegam aos sitios de infec¢do e podem, alternativamente, perder seus granulos
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especificos, excretando no meio extracelular lactoferrina, que atua contra os
microrganismos evitando multiplicagcdo por meio da retencdo de ions férrico.
Além disso, a lactoferrina presente no sitio de infeccdo pode ligar-se aos
receptores de lactoferrina também presentes em leucocitos mononucleares,
ligando-se inclusive a ferritina intracelular que por sua vez também possui
grande afinidade pelo ¢’Ga (DIAS, 2015).

O %Ga tem tempo elevado de meia-vida bioldgica, 25 dias, sendo
eliminado por via renal (SALMANOGLU, et al.,, 2017). A captacéo fisiologica
principal do radiofarmaco é hepatica, no entanto também se observa captacéo
nos 0ssos, medula éssea, cortex renal, bago e trato digestivo (VEIGA, 2013).

As desvantagens deste radiotracador iniciam-se pela falta de
especificidade, sendo captado indiferentemente por tumores, processos
inflamatorios e infecciosos. Além disso, as diferentes energias do espectro
advindas do ¢’Ga néo séo consideradas as mais adequadas para o SPECT, uma
vez que os fotons de baixa energia resultam em alta porcentagem de
espalhamento, atrapalhando a deteccdo dos fotons usuais. Os fotons de alta
energia, por sua vez, sdo dificeis de colimar e de serem detectados
eficientemente, devido a espessura fina dos cristais utilizados nas gamas
camaras, além de possivel emisséo de elétrons Auger.

No entanto, apesar das altas doses associadas e as desvantagens ja
citadas, exames com 8’Ga continuam sendo requisitados, principalmente devido
sua alta sensibilidade na identificacdo de linfomas, muitas vezes relacionados a
inflamacéo croénica (VEIGA, 2013; DIAS, 2015; SALMANOGLU, et al., 2017,
SEGARD, et al., 2019).

2.4.2 Fluordesoxiglicose (2-desoxi-2-18Fltor-D-glicose) (*®F- FDG)

No cenario mundial sdo utilizados em MN inameros radionuclideos
emissores de poésitrons, no entanto o *¥F continua sendo o elemento mais
escolhido para ligacédo a radiofarmacos PET. Isto ocorre devido a algumas de
suas caracteristicas, tais como: tempo de meia vida favoravel na clinica e
também na distribuicdo; facilidade de obtencdo por meio de profissionais

qualificados; reacéo facilitada a diferentes compostos organicos e inorganicos,
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eletrofilicos e nucleofilos; curto alcance tecidual, devido a sua baixa energia
(0,64 MeV), o que contribui na alta resolugéo espacial (SANTOS, 2017).

A rota mais utilizada para producéo de *¥F consiste em bombardeamento
de prétons em atomos de oxigénio-18 (*20) utilizando, como material alvo, agua
enriguecida com 20, em ciclotrons (SANTOS, 2017). Dentre preparacdes
radiofarmacéuticas que utilizam 8F destaca-se a 2-desoxi-2-18FIuor-D-glicose
(**F-FDG), molécula analoga a glicose que age no organismo atravessando as
membranas celulares, por difusdo facilitada, sendo captado por células que
apresentam metabolismo glicolico aumentado (SILVA, BOLOGNESI, 2017;
SANTOS, 2017).

Nos processos inflamatérios, o ®F-FDG age atravessando a membrana
das ceélulas presentes nos sitios de inflamacédo, por difusdo facilitada,
principalmente neutrofilos e macrofagos, uma vez que devido as tentativas de
eliminacdo dos agentes agressores estas células tendem a gastar mais energia,
aumentando seu metabolismo glicolico. Dessa forma, se torna possivel o
mapeamento desses focos por meio da utilizacdo desse radiofarmaco, sendo a
intensidade de sua captacao diretamente proporcional a atividade da inflamacéo,
favorecendo o rastreamento da doenca e acompanhamento da eficacia
terapéutica (SANTOS, 2017; SILVA, BOLOGNESI, 2017).

Para localizacédo de processos inflamatérios e infecciosos, o ®F-FDG
pode ser administrado in vivo no paciente, injetado endovenosamente para acao
subsequente, ou pode ser manipulado previamente in vitro, onde é incorporado
a células leucocitarias autélogas, para reinjecédo no paciente. Ressalta-se que os
resultados da avaliacéo diagndstica podem ser influenciados pela alimentacéo,
sendo necessario jejum prévio, bem como em caso de doencas pré-existentes
como a diabetes o paciente precisa ser monitoradas antes da administracdo do
radiofarmaco, evitando resultados falso-positivos (SALMANOGLU, et al., 2017).

Em individuos sadios o radiofarmaco € distribuido por todo o
organismo, constatando-se maior captacdo cerebral e cardiaca, devido ao alto
gasto glicélico desses 6rgaos, e menor distribuicdo pulmonar e hepética. Seu
tempo de meia vida biologica é de aproximadamente 12 minutos, sendo

eliminado principalmente por via renal (IPEN, 2010).
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No entanto, o ¥F estd longe de ser o radiomarcador ideal para
rastreamento de processos inflamatérios e infecciosos, pois sua meia-vida curta
nao permite tempo suficiente para aquisicdo de imagens de migracao
leucocitaria. Suas desvantagens também estdo relacionadas a necessidade de
possuir um ciclotron para sua fabricacdo ou estar perto de um centro produtor
de 8F-FDG. Um outro problema esté relacionado a energia muito mais elevada
do ¥F em relacéo as provenientes de fétons emitidos por radionuclideos SPECT
utilizados em MN, contribuindo em altas doses de radiacao para os pacientes e
para as células. Além disso, devido a falta de especificidade, existe a
possibilidade de resultados falso-positivos, uma vez que células com alta
atividade glicolitica também captam este radiofarmacos (SALMANOGLU et al.,
2018; IAEA, 2015; MINANA et al., 2015).

2.4.3 Leucbécitos radiomarcados in vitro

A utilizacdo de células sanguineas autdlogas radiomarcadas no
diagndstico de processos inflamatdrios/infecciosos é considerado “padréao ouro”
em MN. Os leucécitos podem ser radiomarcados in vitro usando *!In-oxina ou
9¥MTc-Hexametil-propileno-amino-oxima (HMPAOQ), sob condicbes estéreis, uma
vez que serdo reinjetados no paciente. De uma forma geral, a imagem de
inflamacéo/infeccdo deriva do seu curso fisiopatolégico no organismo, sendo
possivel diagnosticar estas condigcdes em estagios precoces por meio da MN.
No entanto, estas técnicas sdo demoradas e laboriosas e envolvem a
manipulacdo de material potencialmente contaminado, o que expde o operador
a varios riscos. Outros agravantes estao relacionados a falta de especificidade
na diferenciacdo entre inflamacdo e infeccdo, além da inviabilizacdo na
identificacdo do patdgeno envolvido no processo infeccioso atuante (IAEA, 2015;
SIGNORE et al., 2018; LAWAL et al., 2017; PALESTRO, 2019).

2.4.3.1 Leucécitos radiomarcados indio-111- oxina (**!In-oxima)

A cintilografia com !!In-oxima foi o primeiro método utilizado para

marcacdao in vitro de células leucocitérias, sendo amplamente utilizada a muitos
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anos por alguns paises para o0 diagnéstico de  processos
inflamatorios/infecciosos. O radiofarmaco atua no organismo formando um
complexo lipofilico neutro capaz de atravessar a membrana celular por difusao
passiva (SALMANOGLU, et al., 2017). Geralmente a producédo do radionuclideo
indio-111 se d& por meio de bombardeamento de prétons em alvos de
Cadmiolll ou Ca4dmiol12 em um ciclotron. Sob a forma de sal de tricloreto em
solucdo de acido cloridrico, o indio-111 pode ser complexado a oxima, sendo
para marcacdo de células leucocitarias, tamponado com hidroximetil
aminometano (IAEA, 2015).

O In atua ligando-se as proteinas do nlcleo e ao citoplasma das
células; a oxima, entretanto é capaz de marcar todas as células sanguineas, uma
vez que ndo apresenta uma ligacdo especifica. Para aumentar a eficiéncia de
marcacao, os leucocitos devem ser separados previamente do sangue total (uma
vez que o 1n apresenta maior afinidade pela transferrina do que pela oxima).

O protocolo de separacdo do sangue total, consiste, basicamente, em
coleta de um volume pré-definido de sangue total do paciente, sedimentacao dos
eritrocitos e centrifugacéo do plasma rico em leucdcitos para aquisicao do pellet.
Apos a realizacao deste processo, 0 plasma resultante deve ser desprezado e o
protocolo de radiomarcacdo a *!In-oxima deve ser realizado com tampéo de
fosfato salino (PBS), solucdo salina tamponada com fosfato isoténico ou soro
fisioloégico ao invés de plasma. Estas medidas contribuem para a reducao de
impurezas e aumento da eficiéncia de marcacdo (SALMANOGLU, et al., 2017).

Apds administracdo endovenosa, o !In é rapidamente depurado do
sangue. A distribuicéo fisiolégica ocorre no baco, figado e medula éssea, sendo
sua eliminacéo realizada principalmente por via renal. O radiofarmaco 'In-
oxima apresenta tempo de meia-vida biologica de 6 horas (SALMANOGLU, et
al., 2017).

As desvantagens da utilizac&o deste radionuclideo no radiodiagnéstico
iniciam-se pelas altas doses de radiacdo envolvidas, comparadas a métodos
semelhantes (como por exemplo os leucécitos radiomarcados ao *"MTc), bem
como maior toxicidade as células radiomarcadas. Além disso, o !In decai
emitindo elétrons Auger, elétrons caracterizados por produzirem multiplas

ionizagbes com alta transferéncia linear de energia (LET), aumentando a
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probabilidade de possiveis danos bioldgicos, sendo mais interessante para
terapias oncoldgicas, assim como 0s usuais tratamentos com particulas a
(BOLCHACOV, et al., 2015).

Outra desvantagem esté relacionada ao aumento do tempo de aquisicdo
nos equipamentos SPECT para obtencdo de imagens de boa qualidade, pois,
para minimizar os efeitos citados, empregam-se baixas atividades radiativas
(AULETTA, et al., 2018). Por fim, o '*!In-oxima n&o é produzido e comercializado
em muitos paises, inclusive no Brasil, tornando a importacao inviavel devido aos
altos custos envolvidos. No entanto, apesar do exposto em alguns paises, 0
radiofarmaco ainda é utilizado quando ha indicacao e disponibilidade (ROCA, et
al., 2010; SALMANOGLU et al., 2017).

2.4.3.2 Leucécitos radiomarcados tecnécio-99m-HMPAO (**"Tc-HMPAO)

A utilizacdo do radionuclideo **™Tc para marcacdo de leucdcitos in vitro
apresenta vantagens quando comparados aos marcados com ln no
diagnéstico de processos inflamatorios/infecciosos, uma vez que o °°"Tc esta
disponivel em forma de gerador a um custo reduzido, enquanto o !In precisa
ser importado. Outro aspecto importante e favoravel relacionado ao *"Tc,
principalmente para pacientes pediatricos, € a dose de radiacdo associada as
células e ao paciente que € significativamente menor, quando comparado ao
111n e a outros radionuclideos disponiveis, como o ¢’Ga e o *¥F. Além disso, os
servicos de MN utilizam colimadores cintilograficos de baixa energia e alta
resolucdo no SPECT, especifico para °®™Tc, o que contribui em melhor resolugéo
de imagens e diminuicdo do tempo de aquisicdo (VRIES, et al, 2010; ROCA et
al, 2010; TSOPELAS, 2015).

O Hexametilpropileno amino oxima (HMPAQO) complexado ao %*™Tc foi
originariamente utilizado para exames in vivo de perfusdo cerebral e,
posteriormente, comecou a ser implementado de forma in vitro na identificacdo
de focos inflamatérios/infecciosos substituindo em muitos paises a '*!In-oxima.

O HMPAO esta disponivel comercialmente sob a forma de p6 liofilizado
(kit) e dispde de duas formas esterioisdmeras (d-l e meso). No entanto, apenas

a forma d-l € indicada para radiomarcacéo de células sanguineas, apresentando-
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se lipofilica neutra e sem carga, facilitando a entrada e reten¢cdo na membrana
celular por difusdo passiva; a forma meso ndo apresenta utilidade clinica e sua
guantidade deve ser limitada na preparacéao final (IAEA, 2015; MARTINEZ et al.,
2016).

Biologicamente o tecnécio livre tem afinidade por 6rgdos como a tireoide
e as glandulas salivares, enquanto que o HMPAO é capaz de marcar todas as
células sanguineas, lingando-se as mitocdndrias e ao nucleo das células. Dessa
forma, se faz necessério isolar in vitro as células de interesse, leucdcitos, antes
da realizacdo do protocolo de radiomarcagdo ao *"Tc¢c (COSTA et al., 2019;
MARTINEZ et al., 2016).

Apés a separacgdo dos leucdécitos do sangue total, a marcacdo com %MTc-
HMPAO, diferentemente dos leucécitos marcados com 1!!In-oxima, pode ser
realizada na presenca de plasma, uma vez que este radiofarmaco tem
preferéncia por granulécitos, constituindo uma vantagem para identificagéo de
processos purulentos agudos. De uma forma sucinta, o protocolo de marcacao
dos leucétcitos consiste em sedimentacdo, centrifugacdo diferenciada e
radiomarcacao, durando aproximadamente de 90 a 120 minutos (VRIES et al.,
2010; PALESTRO, 2019).

Em menos de uma hora o complexo *°"Tc-HMPAO comeca a assumir sua
forma i6nica hidrofilica, no entanto a causa dessa mudanca nao € totalmente
conhecida (VEIGA, 2013; VRIES et al., 2010; IAEA, 2015). Dessa forma, uma
vez que o HMPAO néo € estavel, o radiofarmaco deve ser utilizado nos primeiros
20 minutos apés marcacédo. O *°™Tc-HMPAO é liberado das células em uma
proporcao de 7% por hora, voltando para corrente sanguinea (VRIES, et al.,
2010).

Os leucdcitos marcados com *MTc-HMPAO tem distribuicéo fisiolégica na
bexiga, vesicula biliar, medula déssea e sistema gastrointestinal, além de
captacdo inespecifica nos rins. Apresenta também maior captacdo pulmonar
precoce, depurado com o passar do tempo. Sua meia-vida bioldgica € menor
gue 4 horas, sofrendo eliminacdo pincipalmente pelo sistema gastrointestinal
(SALMANOGLU et al., 2017; PALESTRO 2019).

As principais desvantagens na utilizacdo de ®™Tc-HMPAO em

comparacéo a *In-oxima estdo relacionadas a menor eficiéncia de marcacéo,
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de estabilidade e de biodistribuicdo normal da radiacdo em um namero maior de
orgdos, 0 que contribui para resultados falsos-positivos e exposicao
desnecessaria as radiagfes. Um outro agravante esta relacionado a interrupcao
da producéo e comercializacdo do HMPAO no Brasil, tornando a importacéo
inviavel devido aos custos altos envolvidos (IAEA, 2015; DIAS,2015;
SALMANOGLU et al., 2017).

Diante do exposto, percebemos as limitagdes dos radiofarmacos
frequentemente utilizados em MN para rastreio de processos infeciosos,
tornando o estudo de radiotracadores mais eficientes extremamente necessario.
Por esta razdo é importante a padronizacdo de uma técnica especifica, de facil
e segura manipulacdo no CRCN, o que podera vir a contribuir na pratica clinica
com aplicagbes na MN, proporcionando avanc¢os na identificacéo, diferenciacao,
determinacdo da conduta terapéutica e acompanhamento da eficacia do
tratamento em pacientes acometidos por quadros de infecgao.

2.4.4 Antibio6ticos radiomarcados

Antibioticos sdo farmacos de origem natural (obtidos a partir de
organismos Vivos), sintético ou semissintético (produzidos em industrias
farmacéuticas), utilizados principalmente para o tratamento de infec¢bes por
bactérias ou fungos em humanos e animais. Estas medicacdes sao divididas em
diferentes grupos funcionais, diferenciando-se umas das outras devido a suas
propriedades fisicas e quimicas e seus respectivos mecanismos de acao. Esses
farmacos por sua vez apresentam-se nas formas bactericida (causando morte)
ou bacteriostatica (causando inibicdo) dos microrganismos indesejaveis
atuantes no organismo (AULETTA, et al., 2016; COSTA, SILVA JUNIOR, 2016).

Para acdo contra processos infecciosos no organismo, os antibioticos
necessitam que exista um alvo (ligante) na célula bacteriana. Outros fatores
importantes para sua eficacia estdo relacionados a concentracdo que chegara
até os sitios de infec¢cdo, bem como a integridade estrutural desse farmaco, além
do seu processo de ativacdo local. Para ser considerado um agente
antimicrobiano ideal, os antibiéticos precisariam apresentar algumas

caracteristicas, tais como: rapida acdo bactericida, diferentes vias de
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administracdo, ndo afetar a microbiota do hospedeiro, baixo nivel de toxicidade,
elevados niveis terapéuticos, poucos efeitos colaterais, alta distribuicdo nos
sitios de infecgdo, estar acessivel financeiramente. No entanto, a obtencéo de
todas estas caracteristicas em uma Unica medicacdo ainda néo foi alcancada,
uma vez que a relacdo antibiéticos/bactérias ndo se apresenta de forma linear
(COSTA, 2016).

Devido a ligacdo especifica dos antibidticos as bactérias, estudos
envolvendo a marcacdo deste farmaco aos elementos radioativos foram
iniciados mundialmente, o que seria uma possibilidade que contribuiria para o
diagnéstico, localizacdo e acompanhamento da eficicia do tratamento de uma
forma mais sensivel e especifica do que as utilizadas na clinica. O antibiético
Ciprofloxacina sob a forma de infecton, foi o primeiro antibidtico radiomarcado
ao *"Tc¢ comercializado, testado em humanos para diagndstico de infeccdes por
imagens (SOLANKI et al.,, 1993; VINJAMURI et al., 1996). Posteriormente,
estudos envolvendo novos antibidticos, como por exemplo a Amoxicilina, foram
iniciados (MIRSHOJAEI, 2015; LAWAL, et al., 2017).

2.4.4.1 *™Tc-Ciprofloxacina (*®"Tc- CIPRO)

Ciprofloxacina € um antibiético bactericida sintético do grupo das
fluoroquinonas (ou quinolonas), sendo amplamente distribuida entre espécies
bacterianas, o que permite ter atividade de amplo espectro. Sua acao resulta na
inibicdo das enzimas topoisomerase Il (DNA girase, gyrA e B) e topoisomerase
IV (grlA e B), necessarios para a replicacdo do DNA bacteriano, transcricéo,
reparo e recombinacdo (AULETTA et al.,, 2016; SALMANAGLU et al., 2017,
NAQVI et al., 2018). Sendo listada pela OMS como um medicamento essencial
na saude mundial.

Na Figura 7 é demostrado os grupos pertencentes a estrutura quimica da
ciprofloxacina, onde o grupo flor aumentou consideravelmente a atividade desta
classe de compostos; 0 grupo piperazinil aumentou acentuadamente sua
atividade contra bactérias Gram negativas, e o grupo ciclopropil parece aumentar
a atividade da molécula (VALLET, 2012).
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Figura 7 - Fungéo dos diferentes grupos de ciprofloxacina e estrutura quimica: (1-ciclopropil-6-
fluoro-1,4-diidro-4-oxo-(1-piperazinil)-3- acido quinolina carboxilico).
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Fonte: Modificado de NAQVI et al. (2018).

Embora complexos de °™Tc-ciprofloxacina tenham sido usados no
radiodiagnostico desde a década de 90, a estrutura do radiofarmaco permanece
mal definida. Para a maioria dos compostos marcados com °"Tc usados
clinicamente, incluindo as fluoroquinonas, o estado de oxidacdo +5 pode ser
estabilizado formando um nuicleo de tecnécio(V)-oxo (TcO3** TcO?*) ou formando
um nucleo de nitreto TcN?* por meio de um ligante tetradentado ou por meio de

um par de ligantes bidentados (NAQVI et al.; 2017), como mostrado na Figura 8.

Figura 8 - Estrutura dos nucleos de tecnécio, em sequéncia, dois nlcleos oxo e um nucleos
nitreto, complexados ao 99mTc(v). “L” representa os ligantes que coordenam com os nucleos
de tecnécio para formar o apice da estrutura e o0 oxigénio ou nitrogénio do nucleo f

@) +3 +1 +2
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Fonte: NAQVI et al. (2017).

Técnicas de cristalografia de raios-X e analise espectroscopica de outras
estruturas de metal-quinolona indicam que a ciprofloxacina esta ligada de forma
bidentada ao *™Tc por meio do oxigénio carbonil do anel e um dos oxigénios,

onde as formas quimicas dos complexos sao mostradas na Figura 9.
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Figura 9 - Interag&o bidentada de fluoroquinolona com tecnécio. Estruturas de 99mTc-
ciprofloxacina sdo mostradas usando nuicleos TcO3%* e TcN?*.

m
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Fonte: NAQVI et al. (2017).

Este antibidtico é transportado para os locais de infeccdo por meio do
encapsulamento de células leucocitarias, neutroéfilos, possuindo a capacidade de
atravessar a fibrina, proteina fundamental na resposta inflamatoria, e também
por meio de fluidos corporais, uma vez que devido ao seu baixo peso molecular
e baixa ligacdo as proteinas plasmaticas (25-30%), pode ser rapidamente
difundido e direcionado a processos infecciosos atuantes por meio do aumento
da permeabilidade capilar e transporte de liquidos para tecidos extracelulares
resultantes desses processos (NAQVI et al., 2018; TAVARES, 2014).

A biodistribuicdo normal do medicamento se da em grande parte no
figado, rins e préstata, sendo acumulados em menor nivel no liquido
cefalorraquidiano ou no pulméo. °°"Tc-ciprofloxacina é indicada para o
tratamento de infec¢cbes do trato urinario, gastroenterite com diarreia grave,
infeccBes na prostata, infeccdes de pele e tecidos moles, osteomielite, infeccdes
intra-abdominais e pneumonia devido a bactérias Gram negativas, sendo
metabolizado no figado e eliminada pela bilis e excrecao renal (VALLET, 2012).
Na Figura 10 é possivel observar um exame cintilografico envolvendo 99mTc-

ciprofloxacina em projecfes anteriores e posteriores.
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Figura 10 - Imagens de infec¢é@o por sepse; onde na tibia esquerda e no ombro direito sao
visualizados um aumento moderado ou grave da captacéo de Infecton.
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Fonte: YAPAR et al. (2001).

As fluoroquinonas sdo moléculas anfifilicas, ou seja, possuem em sua
composi¢ao uma parte hidrofilica (soltvel em agua) e uma parte hidrofobica (ndo
soluvel em agua), podendo dessa forma atravessar facilmente a membrana de
bactérias Gram positivas por difusdo passiva, enquanto que em bactérias Gram
negativas precisam do suporte de proteinas, denominadas porinas, que
atravessam a membrana externa e por meio destas moléculas pequenas como
ciprofloxacina podem atravessar (NEVES et al., 2005).

®¥mTc-CIPRO apresentou muitas vantagens comparadas a outros
métodos diagnodsticos usuais, dentre elas: diferenciacdo entre processos
inflamatorios estéreis e infeccdo, auséncia de captacdo na medula Ossea
(contribuindo para obtencédo de imagens ortopédicas e diminuicdo da exposicdo
nesta regido), facilidade de manipulacéo, custos reduzidos e principalmente por
nao envolver a manipulacdo de material potencialmente contaminado (AULETTA
et al., 2016, MIRSHOJAEI, 2015).

De acordo com a literatura, este radio farmaco foi extensivamente
estudado, por meio de diferentes sinteses e inimeros testes de controle de
gualidade, por muitos pesquisadores em diferentes paises, apresentando-se

como um método sensivel e especifico para o diagnéstico e localizagdo a uma
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ampla variedade de lesdes bacterianas no organismo (OH et al., 2002; BRITTON
et al., 2002).

Apesar de infecton ter se mostrado um agente diagndstico promissor,
contribuindo na identificacdo de muitos processos patolégicos envolvendo
bactérias no organismo por um longo periodo de tempo, devido a resisténcia
bacteriana muitos autores discordaram dos seus beneficios em raz&o da falta de
especificidade para algumas doencas de origem bacteriana ao quao o farmaco
é indicado na clinica (AULETTA et al., 2016; SALMANAGLU et al., 2017).

Este fator envolve algumas hipéteses, além da propria resisténcia
bacteriana, como por exemplo os protocolos de manipulacdo e insumos
utilizados na sintese do radiofarmaco. Desta forma, novos empenhos em relacéo
as fluoroquinonas, bem como a radiomarcacao de outros grupos de antibiéticos
continuam sendo estudados (AULETTA et al., 2016; SALMANAGLU et al., 2017).

2.4.4.2 ¥"Tc-Amoxicilina (®*™Tc- AMOX)

A amoxicilina € um antibiotico semissintético do tipo penicilina, derivado
da ampicilina, de amplo espectro, devido ao seu grupo amino que possibilita
atividade bactericida contra muitos microrganismos gram-positivos e gram-
negativos. Este farmaco age por meio da inibicAo da biossintese do
peptideoglicano das paredes das células procariotas, estruturas essenciais para
manté-las integras, prevenindo-as de lise osmotica e, consequentemente, morte
(AZEVEDO, 2014).

A estrutura quimica deste farmaco (Figura 11A), é formada por varias
espécies doadoras de elétrons, como oxigénio, nitrogénio e enxofre, o que elege
este antibidtico como tracador especifico para infeccéo, visto que o **"Tc pode
interagir e formar complexos com estes atomos. Além disto, amoxicilina &
amplamente prescrita e, como tal, parece ser uma escolha atraente para a
funcionalizacdo de um radiotracador, contudo a estrutura exata de %°™Tc-
amoxicilina ainda é desconhecida (SHAHZADI et al, 2015; AZEVEDO, 2014). No
entanto, JAVED et al. 2015, propds uma estrutura possivel (Figura 11B), mas

existe outra estrutura possivel (Figura 11C). No entanto, ambas estruturas tém
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a possibilidade de impedir estericamente a ligacdo da amoxicilina a
peptideoglicano (Figura 11D, E).

Figura 11 - A) Amoxicilina; B) Estrutura proposta para amoxicilina marcada com *°"Tc; C) Outra
estrutura potencial para *™Tc-amoxicilina; D) Estrutura de cristal de um antibiético B-lactamico
semelhante (cloxacilina) ligado a peptideoglicano; E) Mecanismo de ligacdo da amoxicilina a
um peptideoglicano.

Fonte: NORTHRUP et al. (2019).

Apoés a administracdo, amoxicilina age atravessando a membrana celular
por transporte ativo ou por difusdo passiva, sendo amplamente distribuido nos
liquidos e tecidos corporais com uma baixa ligacdo a proteinas plasmaticas,
aproximadamente 18% (SOUZA, 2006; RAMOS, 2008). Sua metabolizacdo
ocorre por meio de hidrélise do anel B-lactamico, onde posteriormente é
transformada em acidos secundarios, sendo eliminada por via renal, apés
secrecdo tubular e filtracdo glomerular (RAMOS, 2008). Sendo indicada
principalmente para o tratamento de infeccbes urinarias, de ouvido ou

respiratérias, amigdalite, sinusite ou vaginite etc.


https://sciprofiles.com/profile/849043

42

O antibiético amoxicilina € considerado seguro e indécuo para utilizacao
clinica devido ao seu mecanismo de ac¢do, uma vez que interage
especificamente com peptidoglicano, proteina encontrada nas paredes celulares
bacterianas, possuindo dessa forma baixa toxicidade direta, sendo um dos
antibidticos mais receitados nos dias atuais. No entanto, a sua desvantagem
principal esta relacionada a existéncia das betalactamases, enzimas produzidas
pelas bactérias, com capacidade de hidrolisar os beta-lactamicos, causando
resisténcia bacteriana (AZEVEDO, 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Clinica, CAAE: 26306019.0.0000.5208, (Apéndice A), da Universidade Federal
de Pernambuco para realizacao dos testes do controle de qualidade, envolvendo
componentes do sangue. O estudo foi realizado com um anico individuo do sexo
feminino, com idade igual a 30 anos, mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Todos os ensaios de radiosintese e testes posteriores dos radiofarmacos
9¥MTc-CIPRO e #MTc-AMOX foram realizados nos laboratérios da Divisdo de
Pesquisa, Desenvolvimento, Inovagéo e Ensino (PDIE) do Centro Regional de
Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE), vinculado a Comisséo Nacional de
Energia Nuclear (CNEN), do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo.

3.1 MATERIAIS

Os principais reagentes utilizados foram: Ciprofloxacina e Amoxicilina
(Sigma); Pertecnetato de sodio (Na*™TcO.); Solucéo de cloreto de sédio (NaCl
a 0,9%), estéril; Cloreto Estanoso didratado (SnCl.. 2H20) (MERK); Solucéo de
Acido Ascorbico Glacial (0,01N/ 0,2M); Acido Cloridrico (0,1 N); Tamp&o de
fosfato de sodio (Na-PB) (0,1N/0,2M); Hidréxido de sédio (0,1 N); Agua MILIQ;
Papel Whatman 3mm; Papel indicador de pH (MERK); Cubas cromatograficas;
Micropipetas (2 a 1000uL) e ponteiras de tamanhos variados; Tubos de ensaio
e tubos Falcon; Metil Etil Cetona (Butanona); Seringas 3ml e agulhas; Frascos
de vidro tipo penicilina; Membranas filtrantes 0,22um; Estirpes padronizadas
BioBall Multishot 550 (Biomérieux), contendo cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus e Psedomonas aeruginosa; Caldo de caseina de soja
(TSB) e Tioglicolato.

Os principais equipamentos utilizados foram: balanca analitica, centrifuga
com desaceleracdo; estufas; capela de fluxo laminar; activimetro modelo
Curiementor da PTW (Freiburg im Breisgau, Alemanha); radiocromatografo,
modelo 1200 (Agilent Technologies, EUA); detector de germéanio hiperpuro
(HPGe), modelo CG1020 da Canberra (Meriden, EUA).
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3.2 METODOS

3.2.1 Planejamento Fatorial

Para realizacdo do desenho experimental (MONTGOMERY, 1991),
primeiramente, se fez necessario estudar nas literaturas de apoio quais seriam
0s principais reagentes utilizados para radiomarcacdo com tecnécio dos
antibidticos escolhidos neste trabalho. Posteriormente, baseado nos valores de
concentragOes desses reagentes comumente utilizados nestes trabalhos, foram
determinados todos os parametros a serem testados, a fim de padronizar a
marcagdo mantendo os percentuais de eficiéncia de marcacdo elegiveis
segundo os compéndios oficiais para radiofarmacos complexados ao tecnécio.

Para as sinteses dos radiofarmacos *°™Tc-CIPRO e %°™Tc-AMOX, as
concentracfes de antibiotico, agente redutor e antioxidante utiizadas foram as
apresentadas na Tabela 2. Além disso, a tabela também apresenta um ponto
adicional (0), chamado ponto central (PC), que é utilizado com a finalidade de

aumentar a precisédo dos resultados e diminuir o erro experimental.

Tabela 2 - Valores atribuidos as variaveis independentes utilizadas no planejamento fatorial de
9mTc-CIPRO e *®MTc-AMOX.

Nivel Antibiético (mg) Cloreto Estanoso  Acido Ascorbico
(Hg) (mg)
Ciprofloxacina
(+1) 8,0 150 2,0
(-1) 2,0 50 1,0
) 5,0 100 15
Amoxicilina
(+1) 10 200 3,0
(-1) 2,0 50 15
(0) 6,0 125 2,25

Fonte: A autora (2020).

As variaveis de entrada (ou independentes) utilizadas neste trabalho
foram: concentracéo de antibidtico (ciprofloxacina ou amoxicilina), concentracao
de agente redutor (cloreto estanoso dihidratado) e concentragéo de antioxidante
(acido ascoérbico). Os niveis das variaveis sao representados por (+1) e (-1),

sendo estas as maiores e menores concentracoes testadas, respectivamente
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(BRITTON etal., 1997; OH et al., 2002; SHAHZADI et al., 2015; OZDEMIR et al.,
2015). Este design de experimentos foi escolhido por permitir a reducdo do
namero de ensaios experimentais e, consequentemente, dos custos envolvidos
e da exposicao do operador a radiacao ionizante (MONTGOMERY, 1991).

O delineamento fatorial para este estudo resultou em uma matriz 22 (onde
0 numero dois representa a quantidade de niveis e 0 nimero trés representa a
guantidade de variaveis), com repeti¢cdo do ponto central, conforme mostrado na
Tabela 3. A variavel de saida (ou dependente) estabelecida foi o percentual de
eficiéncia de marcacéo, definido como a fracdo da radioatividade total que esta
na forma quimica desejada (excluindo-se os percentuais de radioatividade sob a

forma de impurezas).

Tabela 3 - Matriz de planejamento do experimento fatorial 23, com ponto central, para **"Tc-
CIPRO e ®™Tc-AMOX.

Ordem do teste Antibidtico Redutor Antioxidante

7 -1 +1 +1

9 (PC) 0 0 0

3 -1 +1 -1

6 +1 -1 +1
9MTc-CIPRO 1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1

4 +1 +1 -1

10 (PC) 0 0 0

5 -1 -1 +1

11 (PC) 0 0 0

8 +1 +1 +1

7 -1 +1 +1

10 (PC) 0 0 0

5 -1 -1 +1

8 +1 +1 +1
9MTc-AMOX 6 +1 -1 +1
1 -1 -1 -1

4 +1 +1 -1

9 (PC) 0 0 0

11 (PC) 0 0 0

3 -1 +1 -1

2 +1 -1 -1

PC- Ponto central
Fonte: A autora (2020).

Apesar das matrizes poderem ser construidas manualmente, por meio de

arranjo de combinagdes, neste trabalho utilizou-se o ambiente do software
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STATISCA (versédo 13.3). Neste software, por meio do comando “experimental
design (DOE)”, foram informadas as quantidades de variaveis a serem testadas
e a quantidade de niveis, bem como também foi adicionado do ponto central,
resultando em onze experimentos para cada radiofarmaco. Os experimentos

foram realizados de forma a seguir a ordem para cada teste.

3.2.2 Radiosintese de ?"T¢c-CIPRO e #¥™T¢c-AMOX

Os antibidticos foram radiomarcados em frascos do tipo penicilina. A estes
frascos foram adicionados o antibidtico (2 a 8 mg de ciprofloxacina; ou 2 a 10 mg
de amoxicilina), em 1 ml de NaCl a 0,9%, o agente redutor (numa faixa de 50 ug
a 200 ug de cloreto estanoso dihidratado) em uma solucéo de (1:1) de HCI 0,1
N, previamente nitrogenado, como mostrado na Figura 12, e o acido ascorbico

(1 a 3 mg) seguindo os planejamento fatorial.

Figura 12 - Incorporacéo do cloreto estanoso dihidratado ao HCI 0,1N sob atmosfera de
nitrogénio adaptada.

Fonte: A autora (2020).

A estes compostos foram adicionados aproximadamente 1 mCi de
Na®*™TcO, em cada frasco e os valores referentes ao pH das solugées obtidas
foram ajustados para 5, valor proximo ao pH sanguineo, utilizando-se
concentracfes varidveis de NaOH 0,1 N. Posteriormente, as preparacdes foram
agitadas manualmente e incubadas a temperatura ambiente por 15 min,

seguindo de filtragdo por membrana filtrante com poros de diametro 0,22 pum,
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sendo o volume final de cada frasco aproximadamente 2 ml. O esquema de

marcacéao pode ser observado no fluxograma da Figura 13.

Figura 13 - Fluxograma das etapas de radiomarcagéo de *™Tc-CIPRO e *°™Tc-AMOX.

Fonte: A autora (2020).

3.2.3 Determinacé&o da eficiéncia de marcacgéo (%EM)

Eficiéncia de marcagédo (% EM), ou pureza radioquimica, € definida como
o percentual da radioatividade da solucédo na forma quimica de interesse. No
caso dos radiofarmacos marcados com *°"Tc, é necessario quantificar as trés
formas quimicas de interesse na preparacao final: o **"Tc ligado ao farmaco
(forma quimica de interesse), 0 ®™TcO4, que corresponde ao tecnécio livre; e o
9¥MTcO, ou tecnécio hidrolisado.

A eficiéncia de marcacao (%EM) foi calculada pela Equacéao 1.
%EM = 100 — (%°°™Tc0, + %°°™Tc0;) (1)
Fonte: OZDEMIR et al. (2015).
Para estudar as possiveis impurezas no produto final de marcagéo foram

realizadas previamente analises com dois sistemas cromatogréficos, duas fases

moveis, acetona e butanona, em papel whatman 3mm (fase estacionaria). Para
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ambos os solventes, foi possivel separar o tecnécio livre (Rf= 1), mas ndo o
tecnécio reduzido, sendo que este permanecia no mesmo Rf que o antibiético
radiomarcado (Rf=0). Desta forma, por conveniéncia, o sistema cromatografico
butanona/papel whatman foi escolhido para avaliacdo da pureza radioquimica

por CCD neste trabalho.

3.2.3.1 Determinacéao do percentual de *°*™TcO-

Para a retirada do **™TcO. da preparacao final, foi utilizado o método da
filtracdo por membrana estéril de 0,22 pum de poro (filtro MILLEX-GV, Millipore),
baseado nos estudos realizados por SHIN et al. (2013); FERNANDES et al.
(2015) e MONTEIRO et al. (2017). Dessa forma, as amostras foram aspiradas
por seringas (3 ml) dos frascos de preparacédo (FRASCO A); em seguida, as
agulhas foram retiradas e trocadas pelo filtro ja citado, que foi rosqueado as
extremidades das seringas, e as preparacdes foram filtradas em novos frascos
(FRASCO B). Na Figura 14, é possivel visualizar passo a passo o esquema de
filtracdo. Neste sistema, °°™TcO; fica retido no filtro, enquanto o radiofarmaco e

0 P9"TcO4 sdo filtrados livremente.

Figura 14 - Esquema representativo de purificagdo por filtrac@o: 1) Aspiracdo da amostra com
seringa e agulha; 2) Retirada da agulha e acoplamento do filtro a seringa; 3) Certificacdo que o
filtro estd bem encaixado; e 4) Filtragédo

FRASCOA —»

Fonte: Membrane Solutions Corp (2020).

As atividades das solugdes radioativas contidas nos frascos A e B (frasco

de preparacgéao e final, respectivamente), bem como a atividade que ficou retida
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na membrana filtrante, na agulha e o residual no frasco A, foram determinadas
por meio de medic¢des feitas no activimetro. As atividades medidas na agulha e
o residual no frasco A foram consideradas como perdas (devido ao processo de
filtragdo) e subtraidas da atividade inicial presente no frasco A. O percentual de

9¥MTcO, foi estimado de acordo com a Equacéo 2.

Atividademembrana filtrante

% ?2™Tc0, = x 100 2)

Atividadefrqsco A —Perdasseringa e residual

Fonte: A autora (2020).

3.2.3.2 Determinacéo do percentual de **"TcOg4

Para a determinacdo do percentual de °°™TcOs na solucéo filtrada,
procedeu-se a analise por meio da cromatografia em papel, utilizando-se
butanona, como fase movel, e papel Whatman 3 mm, como fase estacionaria.
Neste sistema cromatografico, o radiofarmaco complexado fica retido no ponto
de aplicacdo (Rf = 0), enquanto o tecnécio livre (**"TcO4) migra até o fim do
papel (Rf = 1,0).

Uma aliquota de cada amostra, 2 pl de **™Tc¢c-CIPRO ou **"Tc-AMOX, foi
aplicada a 1 cm da base do papel cromatogréafico (cortado em tiras de 10 cm X
1,5 cm). As tiras foram acomodadas em cubas fechadas, contendo a fase movel
butanona, cujo nivel esteve abaixo do ponto de aplicacdo da amostra. Aguardou-
se até que a fase movel percorresse todo o papel, até o limite desenhado no

mesmo, conforme é ilustrado na Figura 15.
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Figura 15 - Representacéo ilustrativa do sistema cromatogréfico.

Aplicagio da amostra Desenvolvimento Quantificacho

-.——" Tc0y —.— .
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Fase estaciondria Cuba cromatografica Varredura por radiocromatografo

Fase movel —§—+— Radiofarmaco .

Fonte: A autora (2020).

Findada a corrida cromatografica, as tiras de papel Whatman foram lidas
em radiocromatografo, por dois minutos. Os percentuais de %°™TcOs nas
amostras foram calculados pela Equagéo 3.

__ Contagens no fim da tira (Rf=1,0)

% P°™TcO; = x 100 (3)

Contagens totais na tira

Fonte: NAQVI et al. (2018).

3.2.4 Teste de esterilidade

O teste de esterilidade dos radiofarmacos foram analisados de acordo
com os compéndios oficiais, por meio de inoculagédo direta. Diante disto, sob
capela de fluxo laminar e materiais de apoio estéreis, 1 ml de cada amostra (apos
decaimento radioativo) foi aspirado e incorporado a tubos de ensaios contendo
10 ml de meio Caldo Triptona Soja - TSB (para cultura de bactéria aerdbicas,
leveduras e fungos) e em meio fluido de tioglicolato (para cultivo de bactérias
anaerobicas e/ou aerdbicas). Posteriormente as amostras foram incubadas em
estufa a 23°C + 2°C e 33°C + 2°C, respectivamente, por um periodo de 14 dias.
No final do processo de incubacdo a auséncia do crescimento de
microrganismos e turbidez claramente visiveis nos tubos de ensaio demonstram

a esterilidade do teste.
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3.2.5 Ressuspenséo do Bioball
Foram utilizadas cepas dos micro-organismos S. aureus e P. aeruginosa,

liofilizadas e padronizadas (kit BioBall® MultiShot 550, bioMerieux), contendo de
500 a 600 unidades formadoras de colonias (UFC) (Figura 16).

Figura 16 - Kit BioBall® MultiShot 550.

gc
il

Fonte: A autora (2020).

Para ressuspensdao, as cepas liofilizadas de S. aureus e P. aeruginosa
foram vertidas em tubos falcon identificados com 10 ml de meio de cultivo TSB.
Em seguida, os tubos foram homogeneizados manualmente e incubados em
estufa a 32,5°C + 2,5°C por 48 horas para crescimento bacteriano, como

indicado pelo fabricante.

3.2.6 Internalizacdo bacteriana in vitro

Os testes de internalizacéo foram baseados nas metodologias descritas por
OH et al. (2002) e por Shahzadi et al. (2015) para ciprofloxacina e para
amoxicilina, respectivamente.

Em tubos do tipo Falcon contendo 70 pCi de °MTc-Antibidtico, foram
adicionados 100 pL de tampéo fosfato de sédio (Na-PB) em molaridades
distintas: 0,1 M para ciprofloxacina e 0,2 M para amoxicilina. Em seguida, a estes
tubos foram acrescidos 800 pL de culturas bacterianas pré-estabelecidas
contendo coldnias entre 500 e 600 UFC de S. aureus e P. aeruginosa,
ressuspensas em solucdo 50% (v/v) de acido acético-NaPB (respeitando-se a

molaridade descrita anteriormente). Incubou-se as amostras em estufa por 1
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hora a 41°C, seguindo de centrifugacao (15 min para S. aureus e 10 min para P.
aeruginosa), a 2000 G.

ApOs esta primeira centrifugagdo, os sobrenadantes foram descartados e o
pellet celular bacteriano foi ressuspendido em 1 ml de tampao Na-PB gelado,
seguindo novamente para centrifugacdo, como citado acima. Para analise
quantitativa, os sobrenadantes obtidos desta ultima centrifugacdo foram
separados do pellet celular (cada fracdo em tubos falcon distintos) e a
radioatividade de ambos foi medida em HPGe. Os percentuais de ligacdo das

bactérias aos radiofarmacos foram encontrados pela Equacéo 4.

Contagens no pellet

% Internalizagio = 100 (4)

Contagens no sobrenadante + Contagens no pellet

Fonte: SHAHZADI et al. (2015).

3.2.7 Analise estatistica

Neste trabalho foram utilizados os softwares Excel 2013® e STATISTICA®
versdo 13.3, para analises estatisticas.

O Excel 2013® foi utilizado para obtencéo de tabelas referentes a %EM e
graficos da taxa de internalizacédo bacteriana.

O STATISTICA® foi utilizado para analise estatistica dos dados referentes
ao planejamento fatorial, por meio de graficos (relacionados aos resultados das
analises dos efeitos principais, de interacdo) e do teste ANOVA, descrevendo o
comportamento das variaveis de controle e a relacdo entre elas, além de estimar

os efeitos produzidos nas respostas observadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFICIENCIA DE MARCACAO

Para definicdo do procedimento de radiomarcacao, foram feitas pesquisas
de literatura a fim de definir os parametros mais importantes e determinantes
para o rendimento de marcagao. Estes pardmetros foram as concentragdes de
antioxidante, redutor e antibiotico. As buscas na literatura também permitiram o
estabelecimento da faixa de variagdo para cada uma das variaveis. O
experimento seguiu conforme desenho mostrado na Tabela 3.

A Tabela 4 mostra os resultados das sinteses para *"Tc-CIPRO e para
®¥mTc-AMOX. As sinteses que obtiveram um maior percentual de EM encontram-
se destacadas, sendo estas por sua vez escolhidas para realizacao dos testes

subsequentes.

Tabela 4 - Matriz do experimento fatorial 23 para **"Tc-CIPRO e **"Tc-AMOX com resultado

final.
Ordem do teste Antibiético Redutor Antioxidante (%) EM
(mg) (H9) (mg)
1 2 50 1 74,0
2 8 50 1 90,2
3 2 150 1 18,3
4 8 150 1 49,0
9mTc-CIPRO 5 2 50 2 72,0
6 8 50 2 87,0
7 2 150 2 36,2
8 8 150 2 47,3
9 (PC) 5 100 15 28,0
10 (PC) 5 100 15 33,5
11 (PC) 5 100 15 29,0
1 2 50 15 90,3
2 10 50 15 85,3
3 2 200 15 58,9
4 10 250 15 42,2
9OMTc-AMOX 5 2 50 3 92,4
6 10 50 3 86,9
7 2 200 3 59,5
8 10 250 3 65,0
9 (PC) 6 125 2,25 57,0
10 (PC) 6 125 2,25 58,0
11 (PC) 6 125 2,25 55,9

Fonte: A autora (2020).
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Assim, 0s maiores percentuais de eficiéncia de marcacédo alcancados
foram de 90,2 e 92,4 para ®"Tc-CIPRO e para " Tc-AMOX. Estes valores estdo
em acordo com as farmacopeias Americana (USP) e Europeia (EP), que
preconizam que produtos radiofarmacéuticos radiomarcados ao elemento
radioativo tecnécio podem apresentar impurezas de até 10% para fins
radiodiagnésticos.

Estes valores também corroboram a conclusdo de que desde a
radiomarcacao e comercializacao de ciprofloxacina (SOLANKI et al., 1993), até
estudos mais recentes realizados por AULETTA et al., (2019), altos rendimentos,
>90%, para este radiofarmaco sdo esperados. A mesma conclusdo pode ser
aplicada a marcacao da Amoxicilina, segundo os achados de OZDEMIR et al.,
(2015) e SHAHZADI et al., (2015), onde altos rendimentos para este antibidtico
também foram alcancgados.

Quando tecnécio é eluido, esta disponivel com numero de oxidagao +7,
ndo sendo capaz de se complexar diretamente aos farmacos, sendo necessaria
sua reducao a niveis mais baixos de oxidacao.

Inicialmente, para radiomarcacdo da ciprofloxacina, sob a forma de
infecton, utilizou-se o agente redutor acido sulfénico formamidina (FSA). Este
redutor por sua vez quando utilizado para esta finalidade se fazia necessario
uma etapa adicional de aquecimento. Além disso, por competir com o farmaco
adicionado na preparacao, resultava na formacdo de mais de uma forma
guimica, sendo necessario realizar purificacao por filtracédo, afim de aumentar a
eficiéncia de marcacéo (BRITON et al., 2002).

Devido a estas desvantagens de etapas adicionais no protocolo de
marcacao, que contribuia diretamente no aumento do tempo de manipulacéo, o
agente redutor FSA foi substituido nos kit's comercializados pelo agente redutor
tartarato estanoso, eliminando assim a etapa de aquecimento e purificacdo no
processo de marcacao.

O tartarato estanoso, por sua vez, também foi amplamente utilizado na
clinica, no entanto, devido sua utilizacédo estar associada a uma etapa adicional
para utilizacdo, aumentando o tempo de preparo, este redutor logo foi substituido
por cloreto estanoso, sendo este o mais utilizado até os dias atuais para

radiomarcacdo de farmacos com tecnécio. Isso se da devido a faclil
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disponibilidade, altos percentuais de eficiéncia de marcacéo atribuidos e por ndo
necessitar de fases adicionais nos protocolos de marcacao.

A quantidade de agente redutor presente nos protocolos de marcacao de
radiofarmacos complexados ao tecnécio deve ser suficiente para que todo
radionuclideo seja reduzido e complexado, ndo se apresentando na forma de
9¥MmTcO,-. Se faz importante ressaltar que a presenca de oxigénio na preparacéo
pode levar a oxidacdo do ion estanoso, de maneira que sua quantidade de
interagdo com o tecnécio diminui, levando consequentemente ao aumento dos
percentuais de °°™TcOs- no radiofarmaco. Além disso, altas atividades de
9¥MTcO4- na presenca de oxigénio podem causar radidlise da agua ou de outros
compostos como hidroxidos e peroxidos, aumentando a probabilidade de
impurezas (ZIESSMAN et al., 2014).

Caso o redutor seja adicionado em excesso na preparacao reduzira um
percentual de **MTcO4- ao estado de oxidagdo +4 para formacédo do complexo,
entretanto o restante podera formar " TcO,. Em contrapartida, a quantidade de
redutor na preparacédo também deve ser a menor possivel, ja que este reagente
se apresenta de forma toxica quando utilizado em grandes proporcdes
(ZIESSMAN et al., 2014).

Em todas as sinteses desenvolvidas nesse trabalho, para os dois
radiofarmacos testados, as concentracdes do agente redutor utilizadas
mostraram-se suficientes para a reducdo de °™TcOs-. Na Tabela 5 estdo
expressos todos os valores mensurados por activimetro para cada sintese,
juntamente aos resultados encontrados nos cromatogramas obtidos por

radiocromatégrafo (percentual de **MTcO,).
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Tabela 5 - Atividades mensuradas por activimetro e radiocromatdgrafo durante a reproducéo
das sinteses de **"Tc-CIPRO e ®™T¢c-AMOX.

Sintese Ai (UCi) Ao (UCi) Filtro (uCi) Seringa (UCi) Frasco (UCi) % 9°"TcO2 % *™TcOs

1 612 363 136 10 80 26 0
2 620 584 60 0 10 9,8 0
3 620 62 474 10 30 81,7 0
S 4 639 230 270 0 110 51 0
o 5 553 397 130 0 90 28 0
5 6 756 597 95 10 20 13 0
E 7 570 121 314 0 78 63,8 0
s 8 624 154 274 0 105 52,7 0
9 561 121 208 51 98 72 0
10 574 144 280 48 105 66,5 0
11 553 125 274 45 122 70,9 0
1 685 550 64 0 30 9,7 0
2 610 527 90 0 0 14,7 0
> 3 503 263 207 0 0 41,1 0
= 4 511 261 290 0 10 57,8 0
© 5 683 641 50 0 30 7.6 0
5 6 757 660 94 0 40 13,1 0
7 624 273 237 0 40 40,5 0
8 725 555 247 10 10 35 0
9 760 374 293 10 69 43 0
10 788 393 297 10 72 42 0
11 750 360 296 20 60 44,1 0

Onde: Ai = atividade inicial; Ao = atividade final.
Fonte: A autora (2020).

Dessa forma, considerando-se os resultados obtidos neste estudo, 0 uso
da massa de 50ug de cloreto estanoso resultou uma eficiéncia de marcacao
>90% para os dois radiofarmacos testados, reduzindo a niveis mais baixos de
oxidacdo todo o %MTcOs presente na preparacdo. Desta forma, esta
concentracao de redutor escolhida para continuidade dos estudos de marcacao.

Como exemplos dos resultados obtidos neste trabalho, na Figura 17 séo
mostrados os cromatogramas referentes a *°™Tc-CIPRO e a %9™Tc-AMOX

(Figura 17 A e Figura 17 B, respectivamente).
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Figura 17 A - Cromatograma referente ao radiofarmaco *°"Tc-CIPRO.

My Ao
Fonte: A autora (2020).

Figura 17 B - Cromatograma referente ao radiofarmaco *°"Tc-AMOX.

Fonte: A autora (2020).

Nestes cromatogramas € possivel identificar um Unico pico no ponto de
aplicacdo da solucdo filtrada na placa cromatogréafica, correspondendo ao
antibidtico radiomarcado. Além disso, no final da placa, ndo sdo observados

picos referentes a impureza *°™Tc04.

4.2 ANALISE DO PLANEJAMENTO FATORIAL

Apbs a definicdo das combinagbes de variaveis, niveis e a quantidade de
experimentos, as sinteses foram reproduzidas e o rendimento de cada reacao foi
calculado. Os resultados obtidos por meio do planejamento fatorial a partir das

variaveis independentes estudadas na % EM dos radiofarmacos %°"Tc-CIPRO e
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P¥MTc-AMOX foram processados no ambiente do software STATISTICA,
expressos por meio de graficos e pelo teste ANOVA.

Observando o grafico da Figura 18, referente ao efeito da concentracdo
do antibiotico ciprofloxacina na %EM, nota-se pela andlise de inclinacdo da curva
(coeficiente angular igual a 0,1825) do efeito que os maiores rendimentos foram
observados com o valor do antibiético em (8 mg), o que resultou em um efeito

positivo no processo de sintese.

Figura 18 - Grafico de analise do efeito principal da variavel “antibiético” utilizada para aumento
da % EM do antibiético Ciprofloxacina.
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Fonte: A autora (2020).

Os resultados referentes a analise do efeito do redutor na %EM (Figura
19), demonstrou que quando este varia do limite inferir -1 (50 pg), para o limite
superior +1 (150 pg), a %EM diminui (caracterizado pelo coeficinete angular da

curva igual a -0,431), caracterizando um efeito negativo para esta variavel.

Figura 19 - Grafico de analise do efeito principal da variavel “redutor” utilizada para aumento da
% E.M. do antibidtico Ciprofloxacina.
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Fonte: A autora (2020).
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Contudo, a analise do efeito da variavel antioxidante (Figura 20), indica

uma reta (cujo coeficiente angular é igual a 0,0275) praticamente paralela ao

eixo horizontal. Desta forma, pode-se concluir que o efeito desta variavel foi nulo,

ou seja, a variagao do limite inferior -1 (1 mg) para o limite superior +1 (2 mg),

nao apresentou resultados positivos ou negativos no efeito de marcacéao.

Figura 20 - Grafico de analise do efeito principal da variavel “antioxidante” utilizada para
aumento da % E.M. do antibiético Ciprofloxacina.
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Fonte: A autora (2020).

Em relacao aos efeitos de interacdo, a Figura 21 demonstra a inclinacao

das curvas dos efeitos da combinacdo antibidtico/redutor nas sinteses. Desta

forma, observa-se que devido ao paralelismo entre as retas (com redutor fixo em

-1 e aoutrafixo em +1) o efeito de interacdo entre estas duas variaveis nao foram

significativos.

Figura 21 - Gréafico de analise dos efeitos combinados das variaveis antibidtico/redutor para

marcac¢éao da Ciprofloxacina.
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Fonte: A autora (2020).
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A analise visual do efeito de interagdo do redutor/antioxidante, referente
a Figura 22, embora as retas ndo sejam paralelas, ndo permite afirmar que ha
efeito desta interagcdo, com o antioxidante fixo em -1 e +1. As incertezas do
processo de medicdo podem estar influenciando este resultado, de modo que

analises estatisticas complementares sdo necessarias.

Figura 22 - Gréfico de andlise dos efeitos combinados das variaveis redutor/antioxidante para
marcacado da Ciprofloxacina.

== Redutor*Antioxidante (Antioxidante em -1) == Redutor*Antioxidante (Antioxidante em +1)
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Fonte: A autora (2020).

Por fim, a ultima combinacdo foi realizada por meio das variaveis
independentes antibiotico/antioxidante, como mostrado na Figura 23. Observa-

se uma situacédo semelhante a da Figura 22.

Figura 23 - Gréafico de analise dos efeitos combinados das varidveis antibidtico/antioxidante
para marcacéo da Ciprofloxacina.

== Antibidtico*Antioxidante (Antioxidante em -1) == Antibidtico*Antioxidante (Antioxidante em +1)
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Fonte: A autora (2020).

Para concluir objetivamente quais efeitos sdo de fato significativos no
planejamento fatorial foi realizado o calculo da andlise de variancia (ANOVA) no

ambiente do software STATISTICA. Neste trabalho foi considerado um limite de
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confianca de 95%. Na Figura 24 sdo mostrados os resultados obtidos para
Ciprofloxacina.

Figura 24 - Teste ANOVA para Ciprofloxacina.

ANOVA; Var.:%E.M.; R-sqr=,70408; Adj:,2602

2**(3) design CIPRO; MS Residual=475,1255. DV: %E.M.
Fator SS df MS F p
Antibiético 666,125 1 666,125| 1,401998| 0,301943
Redutor 3715,220 1 3715,220| 7,819451| 0,048995
Antioxidante 15,125 1 15,125 0,031834| 0,867065
Antibiético*Redutor 14,045 1 14,045 0,029561| 0,871839
Antibiético*Antioxidante 54,080 1 54,080 0,113823| 0,752794
Redutor*Antioxidante 57,245 1 57,245 0,120484| 0,746003
Error 1900,502 4 475,125
Total SS 6422,342 10

Fonte: A autora (2020).

Por meio do teste ANOVA, observa-se que, embora as andlises graficas
anteriores indicassem a possibilidade de significancia de mais de um efeito,
apenas a variavel “redutor” apresentou um efeito significativo na sintese do
antibidtico Ciprofloxacina, com valor de p menor que 0,05 (p = 0,048995).

Em relacdo as analises realizadas para a Amoxicilina, a Figura 25,
referente ao efeito da concentrac&o da variavel principal antibiético, demonstrou
pelainclinacdo da curva do efeito (-0,0542) que sua significancia € praticamente
nula, ou seja, a variacao do limite inferior -1 (2mg) para o limite superior +1

(10mg), resultou em discreta variagdo no aumento da %EM.

Figura 25 - Grafico de analise do efeito principal da variavel “antibiético” utilizada para aumento
da % E.M. do antibi6tico Amoxicilina.
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A andlise do efeito da variavel principal redutor para a sintese da
amoxicilina apresentou resultados semelhantes aos obtidos para a sintese da
ciprofloxacina, como mostrado na Figura 26. Ou seja, quando este varia do limite
inferir -1, (50 pg), para o limite superior +1, (200 pg), a %EM diminui,
caracterizando um efeito negativo. O que provavelmente indica que ao se utilizar
menores concentra¢does do agente redutor nas sinteses, 0s percentuais de EM

alcancam valores mais representativos.

Figura 26 - Grafico de analise do efeito principal da variavel “redutor” utilizada para aumento da
% E.M. do antibiotico Amoxicilina.

0.9

0.8 \
0.7

06 \
0.5
0.4
0.3
0.2

0.1
0.0

Eficiencia de Marcagao Media (%)

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

Valor do Redutor

Fonte: A autora (2020).

Outra variavel principal que se comportou de forma similar a sintese da
Ciprofloxacina foi a variavel antioxidante, referente a Figura 27. Esta por sua vez
também apresentou uma reta com discreta inclinacdo (coeficiente angular de
0,0678) comrelacao ao eixo horizontal, indicando provavelmente que a variacao
do limite inferior -1 (1,5mg) para o limite superior +1 (3mg) ndo resulta em
importante variacdo no efeito de marcacéo, ou seja, o efeito foi praticamente
nulo.
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Figura 27 - Grafico de analise do efeito principal da variavel “antioxidante” utilizada para
aumento da % E.M. do antibiético Amoxicilina.
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Fonte: A autora (2020).

Em relacdo aos efeitos de interacdo, a Figura 28 demonstra a inclinacao
das curvas dos efeitos da combinagao antibiético/redutor. Por meio da analise
grafica, observa-se que o efeito dessa interacdo nao foi significativo (com redutor

fixo em -1 e fixo em +1), resultando em um efeito de interag&o nulo.

Figura 28 - Gréafico de analise dos efeitos combinados das varidveis antibiotico/redutor para
marcacao da Amoxicilina.
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Fonte: A autora (2020).

As andlises do efeito de interacdo referentes a combinacéo
redutor/antioxidante, Figura 29, também se apresentaram de forma muito
parecida a sintese da Ciprofloxacina, ou seja, apenas pela analise visual, ndo se
pode afirmar que h& um efeito referente a essa combinacdo (nivel do
antioxidante fixo em -1 e +1).
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Figura 29 - Gréfico de andlise dos efeitos combinados das variaveis redutor/antioxidante para
marcacdo da Amoxicilina.
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Fonte: A autora (2020).

Por fim, a analise de combinacéo das variaveis antibiotico/antioxidante &
vizualizada na Figura 30. Por meio desta, uma vez que a s retas ndao séo
paralelas, ndo se pode descartar efeito dessa combninagéo, sendo necessarios

testes estatisticos complementares.

Figura 30 - Gréafico de analise dos efeitos combinados das varidveis antibidtico/antioxidante
para marcacdo da Amoxicilina.
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Fonte: A autora (2020).

A partir dos resultados dos percentuais de sintese alcancados para
amoxicilina, foi feito o calculo de ANOVA, utilizando o software STATISTICA,
onde o valor p<0,05 também foi considerado como aceitavel, resultando nos
dados contidos na Figura 31.
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Figura 31 - Teste ANOVA para Amoxicilina.

ANOVA; Var..DV_ %E.M.; R-sqr=,7972; Adj:,49299

2**(3) design AMOX; MS Residual=149,3254

DV: %E.M.
Fator SS df MS F P
Antibiético 58,861 1 58,861 0,39418| 0,564171
Redutor 2089,811 1| 2089,811| 13,99502| 0,020104
Antioxidante 91,801 1 91,801 0,61477| 0,476825
Antibiético*Redutor 0,061 1 0,061 0,00041| 0,984812
Antibiético*Antioxidante 58,861 1 58,861 0,39418| 0,564171
Redutor*Antioxidante 48,511 1 48,511 0,32487| 0,599183
Error 597,302| 4| 149,325
Total SS 2945,209( 10

Fonte: A autora (2020).

E possivel observar pelas anélises gréaficas anteriores e com confirmacao
do calculo da analise de variancia que unicamente a variavel “redutor” teve efeito
significativo (p = 0,020104). Ao contrario do que a analise visual das figuras 30
e 31 poderiam indicar, nenhuma das demais variaveis principais ou efeitos de
interacdo apresentaram efeitos significativos, uma vez que nao alcancaram um

valor de p menor do que 0,05.

4.3 ESTERILIDADE

O teste de esterilidade apresentou resultados negativos para crescimento
de microrganismos apos 14 dias de incubacdo e monitoramento, tanto para
®¥MTc-CIPRO, quanto para %°™Tc-AMOX. Isso permite assegurar que O

radiofarmaco se manteve isento de contaminacao(estéril) apos preparo.
4.4 INTERNALIZACAO BACTERIANA

O comportamento dos radiofarmacos *°*"Tc-CIPRO e %*™T¢c-AMOX foram
estudados in vitro, por meio de incorporacao a cepas bacterianas de S. aureus
e P. aeruginos, visando quantificar a taxa de ligacdo dos complexos em estudo
a estes microrganismos. Estas bactérias foram escolhidas por se destacarem
como sendo uma das principais ameacas a saude mundial, de acordo com a

Organizacdo Mundial da Saude. Na Figura 32 estdo mostrados os resultados



66

obtidos para ®°™Tc-CIPRO, enquanto, na Figura 33, sdo apresentados os
resultados para *™Tc-AMOX.

Em relacgdo a internalizacéo do radiofarmaco **™Tc-CIPRO a S. aureus, foi
alcancado um percentual de internalizagdo superior a >50%; este percentual
esta acima dos reportados na literatura, por Auletta et al. (2019), Oh et al. (2002)
e Sierra et al. (2008), iguais a 1,6%, 40% e 47,62%, respectivamente.

Para P. aeruginosa, os resultados obtidos foram inferiores aos encontrados
nos estudos de Sierra et al. (2008), de 68,7%; no presente trabalho foi
alcancando um percentual de aproximadamente 54%. Esta diferenca pode ser
justificada pela diferenca nas linhagens de bactérias utilizadas ou mesmo
pequenas diferencas nas condicdbes empregadas nos ensaios de ligacdo e

metodologias de centrifugacéo das bactérias.

Figura 32 - Ligacao in vitro de 99mTc-CIPRO a S. aureus e P. aeruginosa.
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Fonte: A autora (2020).

Em contrapartida, a internalizacdo do radiofarmaco *°*"Tc-AMOX, foram
obtidos percentuais de internalizacao proximos ou superiores a 50%. Entretanto,
nao foram encontrados artigos para comparacdo dos valores alcancados,
mesmo a busca sendo expandida para outros antibioticos do mesmo grupo de

beta-lactamicos.
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Figura 33 - Ligag&o in vitro de 99mTc-AMOX a S. aureus e P. aeruginosa.
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5 CONCLUSAO

A realizagdo do planejamento fatorial neste trabalho otimizou o nimero
de ensaios experimentais e consequentemente reduziu exposi¢coes
desnecessarias as radiacdes ionizantes. Ciprofloxacina e amoxicilina séo
antibidticos de facil aquisicao, sendo susceptiveis de marcacgao rapida e eficiente
ao ®"Tc, apresentando percentuais satisfatérios de internalizacdo in vitro as
cepas de S. aureus e P. aeruginosa. Neste trabalho, amoxicilina apresentou
melhores resultados comparado a ciprofloxacina, atingindo uma eficiéncia de
marcacao de 92,4%. Convém destacar, entretanto, que durantes as medidas
para a determinacdo das eficiéncias de marcacédo, os valores referentes a
radiacdo de fundo (BG) nao foram considerados, sendo esta uma possivel
limitacdo deste estudo. Os ensaios de internalizacdo a cepas bacterianas
demonstraram que, possivelmente, ambos antibioticos, quando radiomarcados,
podem ser utilizados para sinalizar processos infecciosos in vivo.

Como continuidade deste trabalho, sugere-se o estudo da estabilidade a
fim de determinar o prazo de validade das solu¢cdes radiomarcadas bem como

estudos in vivo, utilizando-se modelos animais de infeccao.
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APENDICE A - VALIDACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS

Foram estudados diversos modelos cromatogréaficos para melhor definir os
picos de diferentes espécimes radioativos que poderiam integrar a marcacao dos
radiofarmacos °™TC-CIPRO e %¥™TC-AMOX. Para esta finalidade, sistemas
envolvendo fases moveis e fases estacionarias comumente utilizadas para
avaliacdo de produtos radiofarmacéuticos complexados ao **"Tc foram testadas.
Na Tabela A sdo demostrados as fases moveis, fases estacionarias e os fatores
de retencao (Rf) dos espécimes radioativos da marcacédo dos radiofarmacos.

Tabela A: Relacdo das fases moveis e fases estacionarias para determinacgéo da Pureza
Radioquimica de **"TC-CIPRO e *°"TC-AMOX.

Rf Eluato Rf®™TcOs Rf®"TcO2 Rf*"TC-CIPRO Rf ®"™TC-AMOX

Papel
Whatman

3mm/Acetona 0,8 0,7-0,9 0 0 )

Papel
Whatman

3mm/Butanona 08-1 08-1 0 0-01 0-0,1

Placas de vidro
TLC SilicaGel

60G/Gradiente 1 0,9 0-0,05 0-0,06 -
(Etanol:H20:
NH20 (2:5:1)

Placas de vidro

TLC SilicaGel
60G/Acetona 1 0,9 0-0,06 0-0,07 -
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