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RESUMO

Caracterizacdo quimica e avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana

de complexos de *"Tc-ciprofloxacino e ™ Tc-pefloxacino

A diferenciacdo entre processos infecciosos e inflamatorios representa um
grande desafio na area de diagnostico. A complexacdo do antimicrobiano
ciprofloxacino (CIP) com o tecnécio {®"Tc-CIP) vem sendo estudada com
objetivo de desenvolver um radiofarmaco com alta especificidade no
diagndstico de infeccbes, baseado em seu amplo espectro de atividade
antibacteriana. O mecanismo de acao do farmaco consiste na ligacdo deste
com a enzima ADN-girase da bactéria, permitindo sua ligacdo a bactéria ativa
e a obtencdo de imagens devido a fétons emitidos pelo **™Tc. Tendo em vista
gue o local de formacdo do complexo envolve os mesmos grupos funcionais
responsaveis pela ligagdo do fa&rmaco a enzima, sua eficacia pode ser
prejudicada. O objetivo deste trabalho foi avaliar as condi¢des ideais para
ligagdo do **™c a duas quinolonas (CIP e pefloxacino), utilizando diferentes
agentes redutores (SnChk e FSA), pH da solucéo e temperatura de incubacao.
A complexacdo dos farmacos ao radioisétopo *°™Tc foi avaliada através do
controle radioquimico, utilizando cromatografia em camada delgada.
Posteriormente, testou-se sua atividade antimicrobiana in vitro utilizando
diferentes microorganismos. O agente redutor FSA nao foi eficiente na
formacdo do complexo, resultando em uma concentracdo alta de Tc livre
(37%). A formulacdo com Sn aumentou a formacdo de coléide com
aguecimento (100 °C). A complexacdo dos antimicrobianos ao Tc impediu
sua ligacdo a ADN-girase. A taxa de ligacéo variou de 10% (filtracdo) a 16%
(centrigugacéo). Além disso, verificou-se boa correlacao entre a formacao de
coldide e quantidade de radiacao ligada a bactéria em ambos os testes. Esta
perda de atividade vem de encontro a alguns estudos clinicos relatados na
literatura, que revelam a nao diferenciacdo entre processos infecciosos e

processos inflamatérios pelas quinolonas marcadas com *™Tc.

Palavras-chave: quinolonas, radiofarmaco para diagndstico de infeccéo,

9MTc-ciprofloxacino, ®™Tc-pefloxacino.
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Abstract

Chemical characterization and in vitro evaluation of antimicrobial

activity of " Tc-ciprofloxacin and *°™Tc-pefloxacin

Differentiation between inflammation and infection represents a major
challenge in clinical diagnostics. Several studies using ciprofloxacin (CIP), a
broad spectrum antimicrobial agent, complexed with technetium °"Tc) have
been reported in order to evaluate its capacity to diagnose infections. CIP
mechanism of action involves its binding with bacterial DNA-gyrase during the
growth phase and the acquisition of images due to °*™Tc radioactivity. The
fact that the sites of complexation are the same as those involved in bacterial
binding it may affect its antimicrobial activity. The objective of the present
work was to evaluate the ideal conditions for the complexation of CIP and
pefloxacin with °*™Tc using stannous chloride and formamidinesulfinic acid
(FSA) as reducing agents, different pH and temperatures. The efficiency of
complexation was monitored using radiochemical control as well as thin layer
chromatography. Furthermore the antimicrobial activity of both complexes
was evaluated in vitro. FSA was not adequate as a reducing agent and SnCh
was better at room temperature than using heat (100 °C). The complexes did
not bound well to the bacterias with binding efficiencies ranging from 10
(filtration method) to 16% (centrifugation method). Besides that, a good
correlation between colloid formation (impurity) and radioactivity bound to
bacterias was found. This decrease in bacterial activity was previously
reported in some articles suggesting that quinolones complexed with *°™Tc

are not suitable to diagnose infections in the presence of inflammation.

Keywords: quinolone, radiopharmaceutical, °°™Tc-ciprofloxacin, %™Tc-

pefloxacin.
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1 Introducéo







Introducédo

A diferenciacdo de processos infecciosos e inflamatorios representa um
grande desafio para a area médica. Os procedimentos tradicionais de imagem
detectam alteracdes anatomicas, ou seja, ndo detectam a infeccdo em seu
estado inicial, necessitando frequentemente de confirmacao através de puncao
da suposta area lesada com andlise microbiolégica. Este procedimento, por
sua vez, é invasivo e causa certo desconforto ao paciente além de ser de baixa
sensibilidade (THRALL E ZIESSMAN, 2001; BRITTON et al., 1997; BOUZA e
MUNOZ, 1999; SARDA et al. 2002).

A medicina nuclear, através da administracdo de radiofarmacos, permite
a aquisicado de imagens cintilograficas e a possibilidade da analise funcional de
diversos orgdos e tecidos enfermos. A principal vantagem deste método
comparado com outras técnicas de diagndstico por imagem € a localizacdo do
foco infeccioso antes da formacao de abscessos, ou seja, no estado inicial do
processo (THRALL e ZIESSMAN, 2001).

A complexacdo de farmacos antimicrobianos ao radiois6topo tecnécio
(**™Tc) vem sendo estudada com o objetivo de desenvolver um radiofarmaco
com alta especificidade no diagnostico de infec¢cdes. Antimicrobianos que se
ligam irreversivelmente ao microorganismo poderiam ser utilizados para
localizar focos infecciosos. H& estudos com o radiofarmaco *°™Tc-ciprofloxacino
com diferentes resultados e com controvérsias quanto a sua especificidade em
ensaios clinicos. Aléem disso, ndo existem estudos que elucidem a forma
guimica do complexo formado e existem poucos estudos sobre sua atividade in
vitro. A introducao deste novo radiofarmaco na medicina nuclear sera muito Util,
além de ser um radiofarmaco de facil preparo € de baixo custo (VINJAMURI et
al., 1996; BRITTON et al., 1997; HALL et al., 1998; SONMEZOGLU et al.,



Introducédo

2001; LARIKKA et al., 2002a; DUMAREY et al., 2002; SARDA et al., 2003;
MALAMITSI et al., 2003; De WINTER et al., 2004).
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Obijetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar a utilizacdo de quinolonas complexadas com %°™Tc como

auxiliares de diagndstico de processos infecciosos através de testes in vitro.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a complexacédo quinolona-metal e investigar a estrutura quimica

dos complexos formados através de espectroscopia no infravermelho;

- Preparar quinolonas marcadas com ?°™Tc¢ utilizando o ciprofloxacino e

o pefloxacino;

- Avaliar as condicdes ideais para ligacdo do **™Tc as quinolonas frente

a diferentes agentes redutores, pH da solucao e a temperatura de incubacao;

- Analisar a complexacdo/marcacdo dos farmacos ao radioisotopo

através do controle radioquimico, utilizando cromatografia em camada delgada;

- Investigar a atividade antimicrobiana in vitro dos complexos *™Tc—
quinolonas, utilizando Staphylococcus aureus, (American Type Culture
Collection - ATCC 25923); Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228);
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e Enterobacter aerogenes (ATCC
13048).
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Revisao

3.1 Medicina nuclear (MN)

A MN se baseia na administracdo de farmacos radioativos (radiofarmacos)
por diferentes vias de administragdo para a sua distribuicdo pelo organismo,

com objetivo diagndéstico e/ou terapéutico (CALLAHAN et al., 2001).

Os isOtopos sdo elementos quimicos cujos atomos apresentam 0 mesmo
namero de prétons e diferente nimero de massa. Podem ser instaveis ou
radioativos. Neste caso, emitem radiacdes eletromagnéticas (radiagdo gama)
e/ou emissao de particulas, como alfa e beta (THRALL e ZIESSMAN, 2001;
TAUHATA et al., 2003).

As emissOes alfa e beta caracterizam-se por interagir com a matéria e,
consequentemente, possuem propriedades terapéuticas. A MN pode, também,
ser utilizada para avaliagdo do tratamento farmacolégico do paciente
(TAUHATA et al., 2003).

Como os farmacos manipulados em MN apresentam uma biodistribuicao
conhecida, a energia eletromagnética emitida pelo radioisotopo ligado
proporciona as imagens cintilograficas do 6rgéo ou tecido desejado. Existe uma
variedade de procedimentos em MN, baseados em trés passos fundamentais:
administracdo do radiofarmaco, obtencdo e processamento das imagens
(THRALL e ZIESSMAN, 2001).

Um tipo especial de equipamento, a gama-camara ou camara de
cintilacdo, € utlizado para transformar essas emissées em imagens, que
produzem informacdes de como se encontra a funcdo e/ou morfologia do 6rgao
ou tecido em estudo (PARKER et al., 2004).
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Revisao

Como exemplos de exames em MN, temos (OWUNWANNE et al., 1995):

- cintilografia miocardica: para estudar o fluxo sangliineo nas artérias
coronarias e avaliar a viabilidade do musculo cardiaco simultaneamente, como
SESTAMIBI*®"Tc ou cloreto de talio 201;

- cintilografia 6ssea: para avaliar lesdes 0sseas, fraturas, tumores ou dor

6ssea sem causa conhecida, como difosfato de metileno (MDP)-*°"Tc;

- cintilografia da tiredide: para avaliar a funcdo e mostrar a estrutura da

glandula, como Naf®! ou Na**™TcO,;

- cintilografia pulmonar: para avaliar a ventilacdo e a perfusdo sangiinea
pulmonar, assim como determinar a presenca de trombos, como fitato-*°™Tc,
acido dietileno triamino pentacético (DTPA)-**"Tc, macroagregado de albumina
humana (MAA)-*°™Tc;

- cintilografia renal: para avaliar a fungdo dos rins e vias urinarias, como
acido dietileno triamino pentacético (DTPA)-*°"Tc, etileno cisteina (EC)-*"Tc,

acido dimercaptosuccinico (DMSA)->°*"Tc;

- cintilografia para pesquisa de refluxo gastroesofagico, esvaziamento
gastrico, bem como, pesquisa de mucosa gastrica ectépica, como fitato-2°"Tc,

enxofre coloidal-*°"Tc e Na®°™TcOy;

- cintilografia hepatobiliar: para determinar as funcdes do figado e vesicula
biliar e a obstrucdo por célculos, como FITATO->°"Tc, ENXOFRE COLOIDAL-
%MTc, DISIDA-**"Tc.

H& ainda outros procedimentos, como cintilografia com gélio ¢’Ga), para
avaliar infeccdo ou tumor, pesquisa de sangramento digestivo e cintilografia
cerebral (OWUNWANNE et al., 1995).

Com os avancos nos estudos de biodistribuicdo dos radiofarmacos, o
namero de procedimentos cintilograficos cresceu significativamente. Tem-se
muitas vezes para um mesmo composto marcado Vvarias indicacbes
diagndsticas e/ou terapéuticas (OWUNWANNE et al., 1995).

12
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A escolha de um radionuclideo para o desenvolvimento de um
radiofarmaco para aplicacdo em diagnostico ou terapia em MN depende
principalmente das suas caracteristicas fisicas, homeadamente o tipo de
emissdo nuclear, tempo de meia-vida e energia das particulas e/ou radiacdo
eletromagnética emitida. O efeito da radiacdo nas células depende da
guantidade e da qualidade/tipo de radiagcdo e o tempo total em que ela é
administrada. Por exemplo, pode se utilizar o radionuclideo iodo-131 para
diagndstico de hipertireoidismo em baixissimas quantidades e quantidades
significativas para terapia de cancer de tiredide (THRALL and ZEISSMAN,
2001).

3.2 Radiofarmacos

Radiofarmacos sao farmacos, moléculas ou biomoléculas ligados a
radionuclideos. A preparacdo de radiofarmacos pode ser dividida em trés

etapas:
- Producéo de radionuclideos;
- Sintese ou escolha de um composto nao radioativo (farmaco);

- Reacdo entre o radionuclideo e composto nao radioativo
(OWUNWANNE et al., 1995; THRALL e ZIESSMAN, 2001).

3.2.1 Producéo de Radionuclideos
A producao de radionuclideos pode ser direta ou indireta:

- A producdo direta pode ser com reatores nucleares, onde o
composto quimico estavel € bombardeado com néutrons, ou com
aceleradores de particulas do tipo linear ou ciclotrons, no qual o
composto quimico estavel € bombardeado por particulas como

elétrons, prétons e particulas alfa (TAUHATA et al., 2003).
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- A producao indireta é caracterizada pelos sistemas geradores de
radionuclideos. O sistema gerador de coluna é o mais utilizado,
pela facil obtencdo e transporte até as instituicbes onde sé&o
requeridos. O gerador de Molibdénio/ Tecnécio 99 metaestavel
(**Mo®™Tc) é um sistema composto por uma coluna
cromatogréafica de 6xido de aluminio (ALO3), onde é depositado o
molibdato (**Mo0O?; ), o qual decai a *°™cO7, Estas duas
espécies apresentam diferentes afinidades pelo AkLOs;,
possibilitando que o *°™cO%,, juntamente com seu isdémero
(*°TcO4), sejam extraidos do gerador, conforme Figura 3.1.
Existem outros dois sistemas de producéo indireta: sublimacao,
baseado na diferenca de volatilizacdo do Mo e Tc, e extracdo com
solventes, obtendo-se o is6topo radioativo através da diferenca do
coeficiente de particdo (THRALL e ZIESSMAN, 2001).

Coluna geradora de Mo-99/Tc/@9m Adry®™ Construgéo interna

parede de chumba

& filtro de
¥ entrada
de ar

coluna de alumina

Figura 3.1: Gerador de Molibdénio/ Tecnécio 99 metaestavel °Mo/"Tc) (ARAUJO,
2006)

Os radionuclideos devem atender a pré-requisitos basicos como facil
disponibilidade, tempo de meia-vida efetiva curta, decaimento por transicao

isomérica ou captura eletrbnica, e, por ultimo, propriedades quimicas que
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permitam sua complexacdo com moléculas desejadas. Devido a estas
necessidades, cerca de 80% dos radiofarmacos utilizados em medicina nuclear
para diagnéstico incorporam o radiois6topo *™Tc. Esta ampla aceitacéo se
justifica pelas propriedades fisicas do *™Tc, como tempo de meia-vida fisica de
6,04 horas, decaimento por transicdo isomérica a tecnécio 99 (°Tc), féton de
energia gama pura de 140 keV e facilidade de reagir com diversas estruturas
moleculares (ABRAM e ALBERTO, 2006; ZOLLE, 2007).

O Tc ndo é encontrado na natureza. O nome tecnécio é procedente do
grego tecnetos, que significa "artificial’. Foi descoberto por Carlo Perrier e
Emilio Segré, numa amostra de molibdénio, enviada por Ernest Lawrence, que
foi bombardeada com ndcleos de deutério em um ciclotron em Berkeley
(Califérnia, E.U.A.). Foi o primeiro elemento a ser produzido artificialmente.
Todos seus is6topos séo radioativos e, portanto, toxicos. O Tc ndo apresenta
nenhuma funcéo biolégica (ABRAM e ALBERTO, 2006).

O Tc é um metal de transicdo de cor cinza prateada, pertence ao grupo
VIIB (Mn, Tc e Re), tem o numero atdbmico 43 e ndo existe nenhum is6topo
estavel na natureza. O elemento *°Tc tem uma meia-vida de 2,1x10° anos. A
estrutura eletronica do atomo Tc é 1s°2s%2p®3s23p®3d1°4s24p®4d®5s1. Pode
existir em oito estados de oxidacdo, de -1 a +7, com o resultado da perda de
um determinado numero de elétrons a partir dos elétrons dos orbitais 4d e 5s
ou ganho de um elétron do orbital 4d. A estabilidade destes estados de
oxidagdo depende do tipo de ligante, presenca de diferente reagentes e
guimica do meio de reacdo (como pH da solugdo) que o elemento esta
presente (SAHA, 2004).

3.2.2 Sintese ou escolha de um composto nao radioativo (farmaco)

Primeiramente, o composto ndo radiativo ou farmaco selecionado deve
apresentar grupamentos que possam se ligar ao radionuclideo (grupos amina,
carboxila, hidroxila, sulfidrila). A utilizacdo de diferentes farmacos contendo
radionuclideos permite a andlise funcional de diferentes tecidos e 6rgéos,

conforme a afinidade ou mecanismo de a¢édo do farmaco. Desde que, a reacao
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de ligacdo do farmaco ao radionuclideo néo altere as propriedades do farmaco
(OWUNWANNE et al., 1995).

O Tc atende a todas as caracteristicas fisicas desejadas para sua
utilizacdo no diagnostico, porém a desvantagem deste elemento é que ele € um
metal de transicdo e, desta forma, ndo pode substituir o &tomo de hidrogénio
como outros atomos radioativos, como o0 iodo-131/123 e fldor-18, bem como
ndo pode constituir biomoléculas como o carbono, o nitrogénio e o oxigénio.
Conseqguentemente, deve-se conhecer a quimica de coordenacdo do novo
composto formado, radiois6topo e composto organico (BANERJEE et al.,
2005).

3.2.3 Reacéo entre o radionuclideo e farmaco

A forma quimica do Tc disponibilizado do gerador € o pertecnetato de
sédio *°™Tc-NaTcO,. O ion pertecnetato, tem estado de oxidacdo +7 para o Tc,
semelhante ao fon permanganato MnOj4, e fon perrenato ReO*. Ele tem
configuracdo tetraédrica piramidal com o Tc*’ localizado no centro e quatro
atomos de oxigénio no apice e base da piramide (OWUNWANNE et al., 1995,
SAHA, 2004).

A forma +7, estavel, deve ser primeiramente reduzida com o auxilio de
agentes redutores — como o estanho - a forma de menor estado de oxidacao
(+4), tornando-se instavel, conforme esquema abaixo, indicando que Tc’* pode
ser reduzido a Tc*". Outros estados de reducdo, Tc®** e Tc®*, podem ser

formados em condi¢des fisico-quimicas diferenciadas, como meio reacional
acido ou basico (SAHA, 2004).

3Sn*?=3Sn"+6¢e"
2 ¥MTcO,” + 16HY + 66 = 2 2°™T¢** + 8H,0

2 P¥MTecO, + 16H + 3 Sn™2 = 2 P9™Tc* + 3 SNt + 8H,O
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Ha varios agentes redutores utilizados na preparacédo do radiofarmaco,
como cloreto estanoso, fluoreto estanoso, &cido formamidina sulfénico (FSA) e
complexos redox (OWUNWANNE et al., 1995).

Os compostos estanosos sdo 0s mais utilizados em preparacdes de
radiofarmacos por sua estabilidade numa ampla faixa de pH. Algumas vezes,
adiciona-se &cido ascorbico, um antioxidante, para prevenir a oxidagdo do ion
estanoso e a reoxidacdo do tecnécio em presenca de oxigénio. Um esquema
de complexacéo é apresentado na Figura 5.1 (pag. 51) (OWUNWANNE et al.,
1995; SAHA, 2004).

A maioria dos farmacos e adjuvantes € disponibilizada aos servicos de
medicina nuclear através de conjuntos de reativos liofilizados (kits). A
marcacdo ou preparacdo dos radiofarmacos € realizada através da
reconstituicdo destes com o pertecnetato de sédio (Na®*™TcO4) obtido através
de um sistema gerador de **Mo/°™Tc (coluna). Dependendo dos componentes
do kit o metal pode atingir varios estados de oxidacdo e de coordenacdo,
dando origem a diferentes radiofarmacos (MARQUES et al., 2001).

A introducéo do ion estanho como agente redutor nos conjuntos reativos
ofereceu novas perspectivas para o desenvolvimento da medicina nuclear e
atraiu interesse de todas as partes. Os kits se tornaram uma ferramenta
poderosa, pois se pode obter o radiofarmaco apenas pela adicdo de uma
solucéo isotdnica de pertecnetato de soédio ao kit. Os sais estanosos séo
atoxicos e estaveis quando liofilizados e/ou mantidos em atmosfera de
nitrogénio (ZOLLE, 2007).

O estanho (ll) é facilmente oxidado a Sn (IV) por isso deve-se ter uma
série de cuidados ao se manipular as solucdes de estanho excluindo o oxigénio
e outros agentes oxidantes. O Sn (IV) € uma impureza inevitavel, normalmente

presente em preparacdes radiofarmacéuticas (ZOLLE, 2007).

Agentes redutores metalicos sdo convenientes, eficientes e utilizados na
maioria dos kits de medicina nuclear. Sua desvantagem reside na possibilidade
de formacé&o de colbides devido a hidrolise em solucdo aquosa (KLEISNER et
al., 2002; ZOLLE, 2007).
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As caracteristicas ideais para os radiofarmacos sédo: facil disponibilidade,
baixo custo, facilidade de preparacao, estabilidade do complexo formado e
possuir farmacocinética adequada para o tratamento/diagnéstico desejado. O
principal objetivo € assegurar a acumulagdo do radiofarmaco no 6rgdo ou
tecido de interesse, obtendo assim uma relacdo 6rgado alvo versus o6rgaos
adjacentes adequada e sua subseqientemente eliminacdo do organismo
(OWUNWANNE et al., 1995).

3.2.4 Controle de qualidade

Como grande parte dos radiofarmacos € administrada por via
endovenosa (injetaveis de pequeno volume), necessita-se de controles de
esterilidade e pirogénios dos conjuntos de reativos utilizados, além de rigorosa
execucdo das Boas Praticas de Manipulagdo em Radiofarmécia (norma que
relaciona Boas Praticas de Manipulagdo em Farméacia com as Normas
Nacionais de Radioprotecdo). A administracdo de baixissimas quantidades do
radiofarmaco torna a toxicidade praticamente improvavel, uma vez que a
concentracao do principio ativo marcado sempre esta muito abaixo da janela
terapéutica especifica (OWUNWANNE et al., 1995; CALLAHAN et al., 2001).

Outros testes sao realizados para garantir a obtencdo das imagens
esperadas, como determinagcdo da pureza radionuclidica, que avalia a
porcentagem de radiacdo proveniente do isotopo radioativo desejado. No caso
de geradores de molibdénio/tecnécio (**Mo /°°™c) ndo deve aparecer o
radioisétopo **Mo no eluato, somente 0 *™Tc. O **Mo emite particula R
gerando o *°™Tc, radioisétopo que emite radiacdo gama e possui tempo de
meia-vida curto (OWUNWANNE et al., 1995; ABRAM e ALBERTO, 2006).

A pureza radionuclidica € determinada através da medida da meia-vida e
caracteristicas das radiacGes emitidas pelos diferentes radionuclideos. Nos
sistemas geradores de radionuclideo Mo/Tc o limite de aceitacéo € de 0,15 uCi
9Mo/mCi *MTc (OWUNWANNE et al., 1995; MARQUES et al, 2001).
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Dado que o gerador ®*Mo/°™Tc é um sistema composto por uma coluna
cromatografica de oOxido de aluminio (ALO3), algumas vezes também sao

extraidos fons AP*

que podem interferir na complexacdo do farmaco ao
radiois6topo, pois € mais um metal na solucdo que pode interferir na marcagao

(MARQUES et al, 2001).

A determinacdo da pureza radioquimica, avalia a porcentagem de
radiacdo proveniente da forma quimica desejada, ou seja, para analisar a
complexacdo do farmaco ao radiois6topo caracterizando impurezas como 0
pertecnetato livre (**"TcO,) decorrente da sua ndo-reducdo; o oxido de
tecnécio (TcOp), também denominado de tecnécio hidrolisado e reduzido
(TcHR), decorrente da reducédo e ndo-complexacdo do metal; e outras espécies
reduzidas e complexadas com arranjos diferentes do desejado. Este controle
pode ser realizado por cromatografia em camada delgada com diferentes fases
moveis, procurando isolar o radiofarmaco complexado do radioisotopo livre e
outras impurezas citadas acima, com posterior andlise em gama-camara e/ou
contador de pogo (OWUNWANNE et al., 1995; MARQUES et al, 2001).

3.3 Diagnéstico de inflamacao e infecgédo

Um dos objetivos de grande parte dos estudos realizados na area de
diagnoéstico é a diferenciagdo entre processos infecciosos e processos
inflamatérios. O processo inflamatorio € a reacdo do tecido resultando no
aumento da permeabilidade capilar, liberacdo e migracéo de células do sistema
imune, vermelhiddo, calor e dor. A infeccdo ou sepse caracteriza-se e se
diferencia da inflamacao pela presenca de microrganismos na leséo. Existem
inflamacdes sem a caracterizacdo de um processo infeccioso, ou ao contrario,
pode ocorrer infeccdo sem o aparecimento de processo inflamatério, como em
pacientes imunossuprimidos (Van der LAKEN et al, 1998, THRALL e

ZIESSMAN, 2001).

O diagnostico ideal deve ser rapido, com alta sensibilidade e
especificidade para que o tratamento possa ser realizado de forma imediata,

sem lesdes decorrentes do processo infeccioso ou inflamatério. A avaliagao
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diagnodstica especialmente apdés uma cirurgia ortopédica na presenca de
préteses ou placas apresenta mais um problema para o diagndstico de imagem
de processo infeccioso (De WINTER et al., 2004, SIMONSEN et al., 2007).

Diagnosticos laboratoriais ndo invasivos como testes de proteina C
reativa, razdo da sedimentacéo eritrocitaria e contagem de células brancas
possuem baixa sensibilidade e especificidade. Conseqlentemente,
cintilografias 0sseas, cintilografias de leucdcitos, cintilografia com géalio bem
com tomografia computadorizada ou ressonancia magnética se apresentam em
um cenario mais restrito, ja que alguns radiofarmacos séo disponibilizados
apenas uma Vvez por semana € outros necessitam de manipulacdo
especializada (De WINTER et al., 2004).

Os métodos tradicionais de imagens radiolégicas como tomografia
computadorizada, ressonancia magnética e ultra-sonografia s6 podem ser
usados para o diagnoéstico de infeccdo e inflamacéo através da deteccédo de
alteracdes anatbmicas. Portanto, estas técnicas podem nao ser eficazes na
localizag&o do foco infeccioso, devido a altera¢cdes anatomicas insuficientes e,
em outros casos, pela dificuldade de diferenciacdo de processos pos-
operatérios com processos infecciosos ou inflamatérios (BRITTON et al., 1997;
THRALL e ZIESSMAN, 2001). A limitagcdo da ressonancia magnética € que o
tecido fibroso Osseo poOs-operatério ndo pode ser diferenciado de um foco

infeccioso até um ano apaos intervencéo cirurgica (De WINTER et al., 2004).

A MN representa um grande apoio para o diagndéstico de focos
infecciosos e inflamatérios, pois os métodos cintilograficos baseiam-se na
fisiologia destes processos. Esta técnica apresenta vantagens quando
comparada com outras técnicas de diagndstico por imagem e, além disso, é a
Unica capaz de localizar o foco infeccioso antes da formacdo de abscessos,
podendo ser aplicada no diagnéstico de infec¢Bes intra-abdominais, doenca
inflamatoria intestinal, infeccBes ortopédicas, infeccbes vasculares causadas
por proteses, osteomielite, bem como infeccbes no trato genito-urinério
(THRALL e ZIESSMAN, 2001).
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Apesar dos métodos disponiveis de imagem disponiveis, a confirmacao
de varios processos infecciosos ainda € de grande dificuldade DUMAREY et
al., 2002). O diagnoéstico de infeccdo requer, em muitos casos, bidpsia do local
lesado para a cultura de microrganismos viaveis, procedimento este com baixa
sensibilidade (aproximadamente de 50%) (BOUZA e MUNOZ, 1999;
SIMONSEN et al., 2007).

O risco de infeccdo aumenta quando dispositivos de fixacdo metélica ou
préteses articulares sdo implantados (CECIL, 1997). A maioria dos implantes
de préteses pode ser contaminada por bactérias, geralmente por
Staphylcoccus aureus (LARIKKA et al., 2002a).

A osteomielite é uma infecgéo causada por microrganismos que invadem
0 0ss0. As vias patogénicas de infeccdo definem as principais formas de
osteomielite, com o0s patdgenos alcancando o tecido dsseo através de:
disseminacdo hematogénica (localizacdo preferencial em criancas na metafise
de ossos longos e adultos em vértebras); contaminagcdo que acompanha o
trauma cirargico ou nao cirargico através de uma ferida; ou disseminacédo a
partir de tecido contiguo infectado (CECIL, 1997; HARRISON, 1995).

O género Staphylococcus tem pelo menos 30 espécies. O S. aureus é
coagulase-positivo, o que diferencia das outras espécies. Quase todos os
individuos apresentam alguma infeccdo por S. aureus durante sua vida
(JAWETZ et al., 1998). Os estafilococos coagulase-negativos sdo membros da
microbiota humana normal e, algumas vezes, causam infec¢des quase sempre
associadas a dispositivos e aparelhos implantados, sobretudo em pacientes
muito jovens, idosos e imumocomprometidos. O S. aureus causa
aproximadamente 60% das infeccbfes hematogénicas e introduzidas, sendo o
agente principal quando a sepse 0ssea se dissemina por contiguidade (CECIL,
1997).

O S. epidermidis € um patégeno importante nas infeccbes Osseas
associadas a préteses duradouras, como implantes articuares e dispositivos de

fixacdo de fraturas, responsavel por 30% dos casos. Estreptococos, bacilos
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gram-negativos, anaerobios, micobactérias e fungos sdo agentes etioldgicos
em inumeros quadros clinicos (CECIL, 1997).

O diagnostico de osteomielite € realizado através de hemoculturas; se
estas forem negativas deve-se realizar aspiracdo com agulha do pus dos 0ssos
ou biopsia O0ssea. As culturas provenientes de locais superficiais ndo sao
confiaveis HARRISON, 1995). O diagndstico requer a confirmacédo do sitio de
envolvimento 6sseo e a identificacdo dos agentes etioldgicos. A infeccédo 6ssea
deve ser diferenciada da artrite séptica e da bursite, da celulite e dos
abscessos de tecido mole, das fraturas 6sseas e neoplasias bem como dos
infartos 0sseos observados na hemoglobinopatia falciforme e na doenca de
Gaucher. O delineamento anatdomico da infeccdo 0ssea depende, em grande
parte, das técnicas radiolégicas. A tomografia computadorizada € valiosa para
identificar as pequenas alteracbes dsseas e os sequestros (necroses) (CECIL,
1997).

As cintilografias sdo muito mais sensiveis que a radiografia e, em geral,
revelam captacdo aumentada do radionuclideo, quando os sintomas comecam,
pois se baseiam em processos fisioldégicos. Entretanto, estas técnicas podem
ser deturpadas pela especificidade inadequada e pela resolugdo espacial
impropria, de modo que os exames cintilograficos ndo podem ser consideradas
como conclusivas. As cintilografias utilizadas em MN se diferenciam pelos
radiofarmacos utilizados e estes podem ser ndo especificos para o diagnostico
de infeccéo, a fim de auxiliar no diagnostico do paciente, conforme Tabela 3.1
(CECIL, 1997).

No Brasil as cintilografias mais utilizadas sdo as de citrato de galio
(*’Ga), pela disponibilidade e facil manuseio, e as cintilografias com leucécitos
marcados com tecnécio, que se caracterizam por um dificil e demorado preparo

do material a ser administrado ao paciente.

O radiofarmaco citrato de ®’Ga é capaz de rastrear focos de inflamacao
e infeccdo além de apresentar afinidade tumoral. E obtido por ciclotrons,
apresenta decaimento por captura eletrbnica com um espectro de energia
gama de 93 (40%), 184 (24%), 296 (22%) e 388 keV (7%), com meia-vida fisica
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de 78 h. As desvantagens de seu uso estdo relacionadas as caracteristicas
fisicas do radioisétopo como: gama de alta energia, longa meia-vida fisica e
longo tempo entre a administracdo do radiois6topo e diagndstico. Outra
desvantagem deste radiofarmaco é a falta de especificidade de ligacdo. O ®'Ga
atua como ion férrico e circula no sangue ligado a transferrina, atingindo os
sitios inflamatdrios pelo aumento da permeabilidade vascular, ligando-se a
lactoferrina. Possui também afinidade por tecidos neoplasicos, feridas
cirdrgicas recentes, colostomias, granulomas ndo infecciosos e apresenta
captacdo pelo figado, baco, glandulas salivares, medula 6ssea, 0ssos, sistema
gastrintestinal e trato urinario (baixa razdo de ligacdo do 6rgdo alvo/érgéo
adjacente) (Van der LANKEN et al., 1998; THRALL e ZIESSMAN, 2001).

Tabela 3.1: Radiofarmacos utilizados em Medicina Nuclear para auxiliar no diagnostico
de infecgdo (Adaptado de Van der LAKEN et al., 1998).

RADIOFARMACOS NAO ESPECIFICOS

RADIOFARMACOS MECANISMO DE ACUMULA(;AO

Difosfonatos, marcador dsseo Aumento da permeabilidade vascular e aumento do
*"Tc-MDP) metabolismo 6sseo

*"Ga-citrato Ligacdo a transferrina e lactoferrina

9MTc-nanocoldides Aumento da permeabilidade vascular e consumo de células

endoteliais ativadas

99m 111

Tc- e " In-Imunoglobulina Aumento da permeabilidade vascular e ligagdo a antigenos
Humana (HIG)

99m

Lipossomas radioligados (" Tc) Extravasamento devido ao aumento da permeabilidade

vascular

18F-quorodeoxiincose (18F-FDG) Aumento do consumo de glicose pelos leucécitos ativados

RADIOFARMACOS ESPECIFICOS

RADIOFARMACOS MECANISMO DE ACUMULACAO
M 1c- e Min-leucécitos Migracdo de leucécitos ativados
99mTc-anticorpos granulocitos Aumento da permeabilidade vascular e ligacéo especifica ou

ligacdo a antigenos

Antimicrobianos e peptideos Ligagao ao receptor de uma populacédo de células conhecida
quimiotaxicos (**"Tc)

9MTe-Ciprofloxacino Ligacdo & enzima ADN-girase bacteriana
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A combinacdo de cintilografia 6ssea (MDP-*"Tc) com citrato de ®'Ga
tem sido sugerida como uma alternativa quando se avaliam infec¢cOes de
coluna, porém o exame para diagnéstico de infeccdo pdés-cirurgia com Ga é
inespecffico e altamente questionavel. Resulta num exame de baixa qualidade
de imagem e expbe 0 paciente a uma alta dose radioativa e por um tempo

relativamente longo para um exame diagnéstico (De WINTER et al., 2004).

Existem varias técnicas de marcacao de leucécitos com radiois6topos
(*In ou °°™Tc). Os radiois6topos conseguem entrar nas células brancas do
sangue de forma estavel, porém de forma limitada. Estas imagens apresentam
baixa especificidade, pois tanto na infeccdo como na inflamacdo ocorre
migracdo de neutrofilos para o sitio de infeccdo através de diapedese e
guimiotaxia. Sua principal utilizacdo € em processos inflamatérios agudos
(BRITTON et al., 1997; HALL et al., 1998; Van der LANKEN et al., 1998).

A principal desvantagem dessa técnica esta em sua manipulacao, que é
complexa, necessitando de um tempo prolongado, manipulador experiente e
equipamentos especificos para o manuseio das células. Além disso, representa
um risco potencial de contaminacfes aos membros da equipe bem como ao
paciente e a aquisicdo das imagens pode necessitar de 24 h para concluir o
diagnéstico (THRALL e ZIESSMAN, 2001). Outra desvantagem na utilizacéo
destes radiofarmacos é a dependéncia da quantidade total de células brancas
no sangue dos pacientes, fator este de extrema relevancia para a qualidade
das imagens com leucécitos marcados BRITTON, et al., 1997; HALL et al.,
1998; LARIKKA et al., 2002b).

A complexacdo do *°™Tc aos leucécitos pode produzir varios produtos:
compostos hidrofilicos secundarios, coloides e complexos lipofilicos, como a
hexametilpropileno amina oxima (HMPAO) (OZKER et al., 1996).

Leucécitos marcados com %™Tc, teoricamente, possuem vantagens
sobre os marcados pelo *'In, como a disponibilidade do radiois6topo, a menor
dose de radiacédo dispensada ao paciente e obtencdo de imagens de melhor
resolucdo. No caso o diagnéstico de infeccdo para pacientes que foram

submetidos a processos cirurgicos, o exame de leucdcitos marcados deve
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esperar um intervalo entre 3 a 6 meses para nao ocorrer em falsos positivos
(De WINTER et al., 2004).

A cintilografia de citrato de ®’Ga com posterior realizacdo de cintilografia
6ssea (MDP-*"Tc) aumentam a especificidade no diagnéstico de infeccdo, em
suspeitas de infec¢des de proteses. A cintilografia de leucécitos marcados deve
ser combinada com cintilografia de enxofre coloidal, pois estes radiofarmacos
possuem comportamentos diferentes na biodistribuicdo da medula 6ssea em
presenca de infeccdo, o que ndo acontece se o individuo ndo possuir infeccéo.
A desvantagem dos métodos acima é o custo e o tempo para realizacao dos
exames (PALESTRO, 2003; PELOSI et al., 2004).

Nos ultimos anos, a MN tem focado suas pesquisas nos anticorpos
monoclonais (AcM), pelas sua diversidade, especificidade e atividade bioldgica.
Estas moléculas possibilitam a criagdo de uma grande variedade de
radiofarmacos com alta especificidade para um determinado tecido, tumor ou
receptor (BLOK et al.,, 1999). Contudo, diversos fatores podem influenciar no
comportamento dos AcM marcados como associacao inespecifica a antigenos,
perda da imunoreatividade ap0s a conjugacao ao radiois6topo, extravasamento
limitado de anticorpos ou dificil acesso aos antigenos e, algumas vezes,
antigenos presentes na circulacdo. Além desses fatores, os AcM possuem alto
peso molecular, rapida eliminacdo e desfavoravel relacdo érgdo de estudo /
tecidos adjacentes para uso diagnostico BLOK et al., 1999; SIGNORE et al.,
2001).

A fim de resolver o problema de alto peso molecular, alguns autores
procuram sintetizar peptideo selecionando apenas a porcdo ativa dos
anticorpos. Os peptideos sdo biomoléculas compostas por cerca de 50
aminoacidos, apresentando baixo peso molecular, diferenciando-se das
proteinas e anticorpos. Proteinas frequentemente tém derivacdes de fontes
bioldgicas através da producdo de ascite ou de técnicas de ADN recombinante,
enquanto peptideos podem ser sintetizados quimicamente. Os peptideos se
distribuem uniformemente e penetram rapidamente no tecido, por outro lado,
séo eliminados da circulacdo mais rapidamente que anticorpos ou fragmentos

destes. O fato de apresentarem tempo de meia-vida plasmatico pequeno néo
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permite a concentracdo no 6rgdo especifico (BLOK et al., 1999; SIGNORE et
al., 2001).

3.3.1 Utilizacdo de antibiéticos/antimicrobianos no diagndstico de

infeccdes

A complexacdo de antimicrobianos ao *™Tc tem a finalidade de
proporcionar um diagnéstico sensivel, de alta especificidade e de facil
manuseio. Os primeiros antimicrobianos utilizados em MN foram as
tetraciclinas na década de 70. HAGAN e colaboradores (1977) relataram que

131| @ 9¥™T¢ possufam tendéncia de se

as tetraciclinas ligadas aos radioisétopos
acumular em tecido resultante de infarto, tumores necréticos e em abscessos
ou &reas de inflamag&o, porém com pouco éxito quando comparadas ao ®'Ga,
pois a relacdo do 6rgdo alvo/érgdos adjacentes é bem melhor para o ®’Ga do

gue para as tetraciclinas.

BARRETO e colaboradores (2000) estudaram a complexacdo de uma
cefalosporina de terceira geracao, ceftizoxima, ao radioisétopo °°™Tc utilizando
o ditionito s6dico como agente redutor. Através de analises de CLAE-UV, foi
possivel observar que o processo de marcacao modificou a molécula reduzindo

a atividade antimicrobianain vitro.

Outro antimicrobiano estudado foi o alafosfalina, inibidor da biosintese
de peptideoglicanos de bactérias, que quando ligado ao radiois6topo
concentrou-se em sitios infecciosos de ratos, porém de forma menos efetiva
que leucécitos marcados com *°*™Tc (TSOPELAS et al., 2003).

Por outro lado, o *™Tc-fluconazol foi capaz de diferenciar infeccdes
fungicas de infeccBes bacterianas comprovadas por ensaios in vitro e in vivo,
com camundongos (LUPETTI et al., 2002).

O antimicrobiano com maior nimero de estudos é o ciprofloxacino (CIP).
O %MTc-ciprofloxacino foi estudado com objetivo de desenvolver um
radiofarmaco com alta especificidade no diagnéstico de infec¢cbes, baseado no

amplo espectro de atividade antibacteriana que envolve ndo apenas bactérias
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Gram-positivas, mas também Gram-negativas (OH et al., 2002;
SONMEZOGLUet al., 2001).

O mecanismo de acdo do farmaco consiste na ligacdo deste com a
ADN-girase da bactéria permitindo a ligacdo do antimicrobiano & bactéria ativa
e a obtencdo de imagens devido a fétons emitidos pelo **™Tc (OH et al., 2002;
SONMEZOGLUet al., 2001).

A combinacdo do *™c com CIP permite uma localizacdo do foco
infeccioso através do acumulo do radiofarmaco no sitio ativo da infeccéo
(SONMEZOGLU, et al., 2001). Estudos in vitro e ensaios com animais tém
demonstrado que o radiofarmaco *"Tc-CIP se concentra em uma ampla
variedade de lesdes bacterianas, incluindo abscessos causados por bactérias
Gram-positivas e/ou negativas, ndo sendo captado em inflamacdes estéreis ou
lesBes com bactérias mortas (BRITTON et al., 1997; HALL et al., 1998).

Outros estudos verificaram que o radiofarmaco € capaz de identificar
infeccbes em tecidos moles e em o0ssos, sendo um radiofarmaco promissor
para o estudo de osteomielite (LARIKKA et al., 2001b).

Por outro lado, DUMAREY e colaboradores (2002) demonstraram que o
consumo do radiofarmaco °°™Tc-CIP ndo é apenas pela complexacdo com a
bactéria. Pode ocorrer acimulo no espaco intersticial, favorecido pelo aumento
da permeabilidade capilar, uma das possiveis justificativas para hipercaptacdo
em locais de interesse. Além destas hipoteses, 0 *°"Tc-CIP apresenta captacéo
hepéatica e secrecao transintestinal (Dumarey et al., 2002). Existem relatos de
gue células inflamatorias, macrofagos, mondécitos e neutrofilos podem captar
9MTc-CIP, contribuindo para o aumento de concentracdo em sitios de
inflamacédo assépticos (SARDA et al., 2002). HALL e colaboradores (1998)
demonstraram em estudos in vitro que a retencdo de CIP em células
sangliineas de defesa € baixa comparada com o tempo de retencdo em

bactérias.

A alta especificidade deste radiofarmaco esta sendo defendida por
alguns autores através da inclusédo das imagens de 24 h apds administracdo do

radiofarmaco. O CIP no plasma encontra-se na forma néo ionizada, difundindo-

27



Revisao

se facilmente para o espaco extravascular, resultando em uma rapida
concentracao no tecido inflamado, mas com uma rapida eliminacdo. Por todos
estes fatores, as imagens de 1 e 4 horas podem apresentar baixa
especificidade (LARIKKA et al., 2002b). Outro fator relevante na obtencdo das
imagens prolongadas € a quantidade presente do radiofarmaco no local de
infeccdo, extremamente pequena. A dose de principio ativo encontrado nas
formulacées dos radiofarmacos sdo de aproximadamente 2,0 mg e muito
inferior as doses terapéuticas, que chegam a 500 mg por dose (HALL et al.,
1998).

A vantagem de um radiofarmaco que utiliza um antimicrobiano esta no
seu custo, disponibilidade e facilidade de marcagéo, ou seja, na simplicidade
de preparo. Outra vantagem na utilizacdo destes farmacos € a independéncia
da quantidade total de células brancas no sangue dos pacientes, fator este de
extrema relevancia para a qualidade das imagens com leucdcitos marcados
(BRITTON, et al., 1997; HALL et al., 1998; LARIKKA et al., 2002b).

Na Tabela 3.2, estdo listados os estudos clinicos com os resultados de
especificidade e sensibilidade das cintilografias com o CIP. Estes dados podem
gerar algumas controvérsias. Os estudos clinicos apresentam alguns casos de
falsos positivos, falsos negativos, bem como verdadeiros que sdo negativos, 0
gue ndo deveria acontecer pelo mecanismo de acumulagdo do radiofarmaco

analisado.

A cintilografia de °°*™Tc-CIP é comparada com as cintilografias em uso na
medicina nuclear ou cintilografias com novos farmacos. Como por exemplo, as
cintilografias com o antimicrobiano sdo comparadas com as de leucdcitos
marcados. VINJAMURI e colaboradores (1996) obtiveram 84% de sensibilidade
e 96% de especificidade quando utilizaram o °*™Tc-CIP, enquanto os exames
com leucdcitos apresentaram 81% e 77%, respectivamente, ou seja, obtive-se
maior especificidade com o antimicrobiano. Por outro lado, SONMIZOGLU e
colaboradores (2001), apresentaram 94% e 83% de sensibilidade e
especificidade do *™Tc-CIP e 63% e 96% para os leucécitos demonstrando

maior especificidade para o exame de leucocitos.
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SIAENS e colaboradores (2004) compararam duas quinolonas
diferentes, enrofloxacino e CIP. Através do controle radioquimico verificaram a

formacéo de coldide, que foi removido através de extracdo em fase solida.

Os coldides possuem uma biodistribuicdo caracteristica que interfere na
analise de qualquer exame de medicina nuclear. Além disso, os coldides sao
fagocitados por neutréfilos e mondcitos interferindo no diagndstico de
processos infecciosos ou inflamatérios (RAMSAY et al., 2005).

Em ensaios in vitro os radiofarmacos de quinolonas se ligaram a
bactérias em suspensdo, porém tanto as viaveis como as mortas por
aquecimento. Apos testouse a ligacdo do radiofarmaco em meio com excesso
de antimicrobiano nao ligado, comprovando a nao especificidade dos
radiofarmacos de quinolonas, sugerindo que podem ter ocorrido modificacdes
do sitio alostérico da molécula apds a complexacdo ao Tc (SIAENS et al.,
2005).

3.4 Quinolonas

Os membros mais antigos da classe das quinolonas, em particular o
acido nalidixico, foram disponiveis durante muitos anos para o tratamento de
infeccdes do trato urinario. Esses farmacos sédo de importancia relativamente
menor, em virtude de sua utilidade terapéutica limitada e do rapido
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Neste cenario, a introducdo de
fluorquinolonas (com atomo de fldor na posicdo 6), como no caso do
norfloxacino e do ciprofloxacino, representou um avanco terapéutico
particularmente importante, visto que estes farmacos sdo dotados de ampla
atividade antimicrobiana, baixo numero de efeitos colaterais e lento

desenvolvimento de resisténcia bacteriana (HARDMAN et al., 2003).
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3.4.1 Relacéo estrutura/atividade

As fluoroquinolonas, conforme exemplificado na Figura.3.2, como o CIP
e o pefloxacino (PEF), contém um grupamento acido carboxilico na posicéo 3,
uma carbonila em C4 e um substituinte flior na posicdo 6. Muitos destes

compostos contém um anel ligado a posicao 7 (neste caso um anel piperazinil).

s 0 o)
F._6 L _coon F | COOH
E |
(\N/Y NT 2 K\N N
8 1
SO A

HN -
Pefloxacino

Ciprofloxacino

Figura 3.2: Estruturas quimicas do ciprofloxacino e pefloxacino.

Estudos da relacdo estrutura atividade demostraram que (DELGADO e
REMERS, 1998; SOUZA et al., 2004):

- grupamento carboxilico em 3 e cetona em 4 sdo essenciais para a

atividade;

- substituicdo do nitrogénio na posicdo 1 por &omo de carbono ou

oxigénio leva a perda da atividade;
- substituicdo da cetona na posicao 4 por C=S leva a perda de atividade;

- grupos alquil ou aril na posicdo 1 (ciclopropil, t-butil, etil, m-

fluorbenzeno, 2,4-difluorobenzeno) aumentam a poténcia do farmaco;

- substituicdo do atomo de carbono pelo nitrogénio na posicdo 8 mantém

a atividade;
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Tabela 3.2: Estudos clinicos para diagndstico de infec¢ao relacionados com ggmTC-Ciproroxacino.

Autores

Sensibi-

lidade

Especifi -

cidade

Procedimento

Preparo do Radiofarmaco (Farmaco, agente redutor,
temperatura e tempo incubacao)

VINJAMURI, 1996

BRITTON, 1997
HALL, 1998

SONMEZOGLU, 2001

YAPAR, 2001

LARIKKA, 2002a

LARIKKA, 2002b

DUMAREY, 2002

BRITTON, 2002

SARDA, 2003

MALAMITSI, 2003

De WINTER, 2004

84%

83%
70,3%

94%

85%

86%

89%

84,2%

85,4%

100%

97,2%

42%
100%

96%

91%
93,1%

83%

92%

78%

95%

54,5%

81,7%

37,5%

80%

91% a
74%

56 pacientes, imagens de 1, 4 e Ciprofloxacino, FSA (0,4 mg), incubacéo de 100 °C, 10 min

alguns 24h apos
99 pacientes, imagem 1 e 4 h
90 pacientes, imagens 1, 4 e 24 h

51 pacientes, imagens 1 e 4 h

22 pacientes, imagens 1 e 4 h

16 pacientes, imagens 1,4 e 24 h

30 pacientes, imagens 1, 4 e 24h

71 pacientes, 4h e 8h ou 24h

879 pacientes,

27 pacientes, imagens 1,4 e 24 h

45 pacientes, imagem 1 e 4 h

48 pacientes, imagens 1, 3 e 24 h

Ciprofloxacino, FSA (0,4 mg), incubacdo de 100 °C, 10 min
Ciprofloxacino, FSA (0,4 mg), incubacédo de 100 °C, 10 min

Ciprofloxacino, tartarato estanhoso, incubagado temperatura
ambiente, 15 min

Ciprofloxacino, FSA (0,4 mg), incubacédo ce 100 °C, 10 min

Ciprofloxacino, tartarato estanhoso, incubacdo temperatura
ambiente, 15 min

Ciprofloxacino, tartarato estanhoso, incubagédo temperatura
ambiente, 15 min

Ciprofloxacino, tartarato estanhoso, incubagado temperatura
ambiente, 15 min

Ciprofloxacino, tartarato estanhoso, incubagdo temperatura
ambiente, 15 min

Ciprofloxacino, tartarato estanhoso, incubagdo temperatura
ambiente, 5 min

Ciprofloxacino, tartarato estanhoso, incubacdo temperatura
ambiente, 15 min

Ciprofloxacino, FSA (0,4mg), incubac&o de 100 °C, 10 min
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- condensacéo de anéis nos carbonos 1,8 e 6,7 pode contribuir para o

aumento da atividade;

- introducdo de substituintes nas posicdes 5, 6, 7 e 8 pode ter um bom

efeito na atividade:

0 grupos como NH; ou atomo de fldor ligados ao Carbono 5,
mantém atividade;

0 0 substituinte flor na posicdo 6 esta associado com aumento

significativo da atividade antibacteriana;

0 substituintes como piperazina ou pirrolidina na posicdo 7
aumentam a atividade da classe contra Pseudomonas
aeruginosa,

0 substituintes como cloro, flior ou metoxila na posi¢do 8 conferem
aumento da atividade antibacteriana.

- Adicao de substituintes na posicao 2 diminuem ou anulam a atividade.

3.4.2 Mecanismo de agéo

As quinolonas séo antimicrobianos sintéticos de amplo espectro e acéo
bactericida. O principal mecanismo de agdo das quinolonas é a inibicdo de
enzimas da replicacdo do ADN bacteriano, consistindo na inibicdo das
subunidades A da ADN-girase. Dois filamentos de ADN devem ser separados
para permitir a replicacao ou transcricdo do ADN. Todavia, qualquer fator capaz
de separar os filamentos resulta em superespiralamento positivo do ADN em
frente do ponto de separacdo. Para evitar este obstaculo mecanico, a enzima
ADN-girase faz a introducdo continua de superespirais negativas do ADN.
Trata-se de uma reacdo ATP-dependente que requer ruptura de ambos os
filamentos de ADN para permitir passagem de um segmento de ADN através

da ruptura, que € posteriormente refeita. Estudos demonstraram que as
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guinolonas formam um complexo estavel com sitios de ligacdo que se formam

apos a ligacao da enzima ao ADN bacteriano (HARDMAN et al., 2003).

As células eucaridticas ndao contém ADN girase. Todavia, possuem
outras enzimas (ADN-topoisomerase tipo Il) que removem superespirais do
ADN eucaridtico, a fim de evitar seu entrelacamento durante a replicacdo. As
guinolonas s6 inibem a topoisomerase em altas concentracdes (HARDMAN et
al., 2003).

Algumas cepas bacterianas apresentaram resisténcia as quinolonas,
resultado de mutacdes no gene que codifica a enzima (ADN girase ou
topoisomerase) e pela alteracdo na permeabilidade da parede celular que esta
relacionada com a captacdo e efluxo do antimicrobiano (HARDMAN et al.,
2003, PARFITT, 1999; HANG et al., 2001).

3.4.3 Espectro de acéao
Acéao antimicrobiana (PARFITT, 1999):

- Bactérias aerbbicas gram-negativas: Enterobacteriaceae (Escherichia coli,
Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Providencia, Salmonella,
Serratia, Shigella e Yersinia spp.); Pseudomonas aeruginosa; Neisseria
gonorrhoeae e N. meningitidis; Campylobacter spp.; Gardanerella vaginalis;

Pasteurella multocida; Vibrio spp.; Helicobacter pylori; Legionella spp.;

- Bactérias aerdbicas gram-positivas: Staphylococcus; Corynebacterium spp;

Listeria Moncytogenes;

- Bactérias anaerobicas: Bacteroides fragilis e Clostridium difficile s&o

resistentes.

- Outros Microrganismos: Mycobacter; Mycoplasma; Ricketsia; Plasmodium
falciparum; Clamydia trachomatis, Nocardia asteroides, Ureplasma

urealyticum considerados resistentes.
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3.4.4 Farmacocinética

Em relacdo a farmacocinética, estes farmacos tém uma boa absorgéo
por via oral, distribuem-se relativamente bem pelos tecidos do corpo, ligam-se
moderadamente as proteinas plasmaticas, atravessam a barreira placentaria e
podem ser eliminados pelo leite. Sdo parcialmente metabolizados pelo figado e
excretados pelos rins (HARDMAN et al., 2003; HANG et al., 2001).

As principais caracteristicas farmacocinéticas do CIP e do PEF estdo na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Principais caracteristicas farmacocinéticas do ciprofloxacino e do
pefloxacino (RITCHEL e KEARNS, 1999)

Parametro farmacocinético ciprofloxacino pefloxacino
Dose usual (mg/dia) 250-750 400-1000
Biodisponibilidade (%) 65-80 95-100
tmax (h) 0,7-1,8 1,3

ty (h) 4,0 8,5

Vd (I/kg) 2,2 0,16
Clyen (/) 14 1,5

3.4.5 Interacdes Farmacoldgicas

As principais interacbes farmacologicas das quinolonas sado (HANG et
al., 2001):

- antiacidos (diminui a absorcéo de quinolonas por quelacao);

- metoclopramida (acelera a absorgéo das quinolonas);

34



Revisao

- probenecida (diminui a excrecdo das quinolonas);

- nitrofurantoina, cloranfenicol, rifampicina (antagonizam acao

antimicrobiana);

- teofilina, cafeina e varfarina (aumento da concentragdo plasmatica destes

pela competicdo enzimatica).

3.4.6 Efeitos adversos

Os efeitos adversos séo raros, geralmente distlrbios gastrintestinais
(nauseas, vémitos, diarréia e dor abdominal), erupc¢des cutaneas, tontura e dor
de cabeca. Algumas quinolonas estdo associadas a maior incidéncia de
reacOes alérgicas, principalmente de fotossensibilidade (HARDMAN et al.,
2003; HANG et al., 2001).

3.4.7 Complexos quinolona-metal

As quinolonas tém excelente capacidade para quelar-se com metais
resultando nas incompatibilidades com antiacidos e suplementos minerais
contendo metais di e trivalentes. Quelatos s&o insollveis em agua,
consequentemente, a administragdo oral simultdnea de quinolonas e metais
podem representar diminuicdo na biodisponibilidade do farmaco (DELGADO e
REMERS, 1998).

A atividade das quinolonas pode ser reduzida na presenca de certos
ions metélicos pela formacdo de complexos metélicos mais sollveis
(DREVENSEK et al., 2005). HOFFKEN e colaboradores (1985) foram os
primeiros autores a relatar que a administragcdo simultdnea de antiacidos
contendo ions metélicos como Mg e Al com CIP resultou na perda de atividade

do farmaco.
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A estequiometria do quelato formado depende de varios fatores como
concentracdo relativa do agente quelante (quinolona), do metal presente,
valéncia do ion metélico e pH (DELGADO e REMERS, 1998).

Atualmente, o mecanismo de a¢do dos complexos ndo esta totalmente
desvendado. Estudos recentes sugerem que o0s ions metalicos podem
participar do mecanismo de acao destes farmacos, na interacdo da quinolona
complexada com 0 ADN (JIMENEZ-GARRIDOet al., 2005).

Ha relatos que a presenca de ions metalicos resulta num aumento no
consumo do CIP pela bactéria, comparada com o farmaco sozinho (ZUPANCIC
et al., 2001).
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Material e métodos

4.1 Material

Cloridrato de ciprofloxacino (CIP) e mesilato de pefloxacino (PEF), grau

farmacéutico, obtidos junto as distribuidoras de matérias-primas farmacéuticas;

Reagentes e solventes organicos diversos (odos grau analitico): SnCl,
anidro, acetona, hidréxido de aménio, etanol.

Gerador *Mof°™Tc em coluna seca, do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares / Comissdo Nacional de Energia Nuclear
(IPEN/CNEN, Séao Paulo).

Equipamentos:
- Gama Camara (E.CAM, Siemens, Alemanha, com matriz 256X256)
- Contador de Poco (Capintec, Inc., Estados Unidos, modelo CRC-35R)
- Espectrofotdbmetro infra-vermelho (Shimadzu, Jap&o, mod. FTIR 8101)
- Potencidometro Digimed DM-20

A parte experimental do trabalho que envolveu manipulacdo de
substancias radioativas foi desenvolvida nos laboratérios da empresa
Radiopharmacus, localizada no Parque Tecnolégico da PUC e na Irmandade
Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, por apresentarem condicdes
ideais para a manipulacao deste tipo de amostra. As analises das quinolonas e
outras amostras nao radioativas foram realizadas no LAPPS, sala 704 da

Faculdade de Farméacia da UFRGS e parte dos ensaios microbiologicos foi
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desenvolvido no Laboratoério de Tecnologia Bioquimica, sala 707 da Faculdade
de Farmécia da UFRGS.

4.2 Métodos
4.2.1 Complexagao quinolona/metal

Como alternativa para avaliagdo do sitio de ligagdo quinolona:metal,
adicionou-se a uma solucdo de ciprofloxacino diferentes solucdes de sais
metalicos (Cu, Ni e Mn), na proporcao molar de 2:1. Ap6s incubacéo por 10 min
a temperatura ambiente e sem ajuste de pH, este foi elevado a 9,0 com NaOH

0,1 M para precipitar o complexo formado.

Os precipitados obtidos foram filtrados com papel de filtro comum e

secos sobre silica-gel, em dessecador a vacuo, até peso constante.

Cerca de 1,5 mg do precipitado foi triturado com cerca de 150 mg de
KBr, em gral de agata, para preparacdo das pastilhas e posterior leitura em

espectrofotbmetro de infravermelho.

4.2.2 Radiofarmaco
4.2.2.1 Preparacgéo do farmaco

Para avaliar as condicdes ideais de preparacdo do radiofarmaco

utilizaram-se os procedimentos abaixo descritos.

Procedimento A: Solugdo de quinolona (CIP) 5mg/ml: pesou-se 500 mg de
CIP e dissolveu-se em 100,0 ml de NaCl 0,9% em b.v.. Agente redutor: 100
mg de SnCl,, dissolvido em 50 mL de solu¢do de NaCl 0,9% contendo 0,5 ml
de HCI concentrado e. b.v.. Adicionou-se 20,0 ml da solucdo do agente redutor

a solucéo de CIP e ajustou-se o pH das solucdes com NaOH 1,0 N para 2,7,
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3,0, 4,0 e 5,0. As solucdes resultantes foram fracionadas em frascos de vidro

fechados com rolha em fragdes de 2,0 mL obtendo-se as seguintes solugdes:
1-CIP 7,5 mg; SnCl, 0,1 mg, pH 2,7
2—-CIP 7,5 mg; SnCl, 0,12 mg; pH 3,0
3 -CIP 7,5 mg; SnCk 0,1 mg; pH 4,0

4 —-CIP 7,5 mg; SnCl 0,1 mg; pH 5,0

Procedimento B: Solucdo de CIP a 0,2 mg/ml em NaCl 0,9%. Agente redutor
foi preparado conforme descrito anteriormente nas concentragdes de 0,1 mg/ml
e 0,03 mg/ml de SnCl,. Separou-se duas fracbes de 20 m da solucdo de
qguinolona e adicionou-se 20 mL da solucdo de agente redutor (0,1 mg/ml ou
0,03 mg/ml) a cada uma. Apds a mistura das solucdes ajustou-se o pH com
NaOH 1,0 N para 4,0 e 6,0. As solugbes resultantes foram fracionadas em
frascos de vidro fechados com rolha em fracbes de 2,0 mL obtendo-se as

seguintes solucdes:
1-CIP 2,0 mg; SnCl, 0,1, mg; pH 4,0
2 - CIP 2,0 mg; SnCl, 0,1, mg; pH 6,0
3 —-CIP 2,0 mg; SnClk 0,03 mg; pH 4,0

4 — CIP 2,0 mg; SnCl, 0,03 mg; pH 6,0

Procedimento C: Solucdo de quinolona dissolvida em NaCl 0,9% com
concentracdo de 2,0 mg/ml, como mencionado anteriormente. O agente
redutor, acido formamidinico sulfénico (FSA), foi preparado nas concentracdes
de 0,4 mg/ml, 1,0 mg/ml e 3,0 mg/ml. Separou-se fracdes de 20 mL da solucao
de quinolona e adicionouse 20 mL das solu¢cdes de agente redutor. Apos a

mistura das duas solu¢des ajustou-se o pH com NaOH 1,0 N para 4,0 e 6,0. As
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solucdes resultantes foram fracionadas em frascos de vidro em porcdes de 2,0

mL obtendo-se as seguintes solucdes:
1-CIP 2,0 mg; FSA 0,4 mg; pH 4,0
2—-CIP 2,0 mg; FSA 0,4 mg; pH 6,0
3-CIP 2,0mg; FSA 1,0 mg; pH 4,0
4 —-CIP 2,0 mg; FSA 1,0 mg; pH 6,0
5-CIP 2,0 mg; FSA 3,0 mg; pH 4,0

6 — CIP 2,0 mg; FSA 3,0 mg; pH 6,0

Procedimento D: Solucéo de pefloxacino (PEF) dissolvida em NaCl 0,9% com
concentracdo de 2,0 mg/mL. Agente redutor: SnCl, foi preparado conforme
descrito anteriormente na concentracdo de 0,03 mg/ml. Separou-se duas
fracOes de 20 mL da solugéo de quinolona e adicionou-se 20 mL da solucéo de
agente redutor 0,03 mg/mL. Apés a mistura das solu¢cdes ajustou-se o pH com
NaOH 1,0 N para 4,0. A solucéo resultante foi fracionada em frascos de vidro

em porgoes de 2,0 mL obtendo-se a seguinte concentragao:

1 -PEF 2,0 mg; SnCl» 0,03 mg; pH 4,0

4.2.2.2 Complexacéao do radiofarmaco

As misturas de quinolona e agente redutor foram marcadas com
9MTcO4, obtido de geradores **Mo/f°™Tc de coluna do IPEN/CNEN, numa
atividade de 10-15 mCi em volume de 1,0 mL. A solugéo foi incubada por 10

minutos em temperatura ambiente ou em banho-maria (100°C).

A composicdo das solugcdes obtidas e a temperatura de incubacao de

cada uma sao apresentadas na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1: Especificagcdes dos componentes do radiofarmaco.

Farmaco Agente redutor  pH Radiois6topo  Incubagéo
Procedimento A

Ciprofloxacino 7,5 mg 0,1 mg SnCl, 2,7 10 mCi*"Tc  100°C
Ciprofloxacino 7,5 mg 0,1 mg SnCl, 2,7 10 mCi ®"Tc  Temp. ambiente
Ciprofloxacino 7,5 mg 0,1 mg SnCl, 3,0 10 mCi *"Tc  100°C
Ciprofloxacino 7,5 mg 0,1 mg SnCl, 3,0 10 mCi *"Tc  Temp. ambiente
Ciprofloxacino 7,5 mg 0,1 mg SnCl, 4,0 10 mCi *"Tc  100°C
Ciprofloxacino 7,5 mg 0,1 mg SnCl, 4,0 10 mCi *"Tc  Temp. ambiente
Ciprofloxacino 7,5 mg 0,1 mg SnCl, 5,0 10 mCi*"Tc  100°C
Ciprofloxacino 7,5 mg 0,1 mg SnCl, 5,0 10 mCi *"Tc  Temp. ambiente

Procedimento B

Ciprofloxacino 2 mg 0,03 mg SnCl, 4,0 10 mCi *"Tc  100°C
Ciprofloxacino 2 mg 0,08mgSnChL 4,0 10 mCi ®"Tc  Temp. ambiente
Ciprofloxacino 2 mg 0,03 mg SnCl, 6,0 10 mCi*"Tc  100°C
Ciprofloxacino 2 mg 0,03 mg SnCl, 6,0 10 mCi *"Tc  Temp. ambiente
Ciprofloxacino 2 mg 0,10 mg SnCl, 4,0 10mCi ®"Tc  100°C
Ciprofloxacino 2 mg 0,10 mg SnCl, 4,0 10mCi ®"Tc  Temp. ambiente
Ciprofloxacino 2 mg 0,10 mg SnCl, 6,0 10mCi *"Tc  100°C
Ciprofloxacino 2 mg 0,10mgSnCL 6,0 10mCi *™Tc ~ Temp. ambiente

Procedimento C

Ciprofloxacino 2 mg 0,4 mg FSA 4,0 10 mCi *"Tc 100 °C
Ciprofloxacino 2 mg 0,4 mg FSA 4,0 10 mCi *"Tc Temp. ambiente
Ciprofloxacino 2 mg 0,4 mg FSA 6,0 10 mCi *"Tc 100 °C
Ciprofloxacino 2 mg 0,4 mg FSA 6,0 10 mCi *"Tc Temp. ambiente
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Ciprofloxacino 2 mg 1,0 mg FSA 4,0 10 mCi *"Tc 100 °C
Ciprofloxacino 2 mg 1,0 mg FSA 4,0 10 mCi *™Tc Temp. ambiente
Ciprofloxacino 2 mg 1,0 mg FSA 6,0 10 mCi *"Tc 100 °C
Ciprofloxacino 2 mg 1,0 mg FSA 6,0 10 mCi *"Tc Temp. ambiente
Ciprofloxacino 2 mg 3,0 mg FSA 4,0 10mCi *"Tc 100 °C
Ciprofloxacino 2 mg 3,0 mg FSA 4,0 10mCi *"Tc Temp. ambiente
Ciprofloxacino 2 mg 3,0 mg FSA 6,0 10mCi *"Tc 100 °C
Ciprofloxacino 2 mg 3,0 mg FSA 6,0 10mCi *"Tc Temp. ambiente

Procedimento D

Pefloxacino 2,0 mg 0,03mgSnCL 4,0 10 mCi *"Tc Temp. ambiente

4.2.3 Controle Radioquimico

O controle radioquimico € utilizado para analisar a marcagéo, ou seja, a
complexacdo do farmaco ao radioisétopo e, além disso, determinar a

porcentagem das impurezas que possam estar presentes na formulacéo.

As placas de CCD, utlizando gel de silica 60 (Merck), foram

desenvolvidas com trés diferentes fases moéveis:

- acetona,;

- NaCl 0,9%;
- hidréxido de aménio:etanol:H,O (1:2:5).

O tamanho das placas foi de 10,0 cm de altura e 2,0 cm de largura. Apos
a reacdo entre o farmaco e radionuclideo 50 m foram aplicados sobre a placa

de gel de silica.

Logo depois do desenvolvimento da cromatografia a posicdo das

manchas foi avaliada com o auxilio de lampada UV (254 nm), gama-camara
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el/ou cortadas conforme esquema descrito na Figura 4.1, para posterior medida
em contador de pogco (OWUNWANE et al.,, 1995; BARRETO et al., 2000;

SIAENS et al., 2004). O resultado do controle radioquimico foi expresso em

porcentagem, considerando-se a radioatividade total da placa.

Ponto de

2cm

Q)

10

aplicagao
amostra
2cm
Parte 2 o
Ponto de
corte —p 10 cm
Parte 1
O
N4
\ Tl,5 cm

Solvente acetona/NaCl

Rf=0 (*"Tc-quinolona)

Rf=1 " TcO,)

Porcentagem de radiagcédo

% = partel x 100
pl+p2

2cm
Parte 2 D
s 10 cm
Ponto de
corte —>
T Lo
N—g4
Parte 1 Tl,S cm
1

Solvente hidroxido de

amonio:H,O:etanol

Rf=1 (ngTc-quinoIona)

Rf=0 *"Tc-Sn, #¥™TcOy)

Porcentagem de radiagcéao

% = parte 2 x 100
pl+p2

Figura 4.1: Preparacdo das placas cromatograficas para contagem em contador de

pOGoO.
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4.2.4 Extracdo em fase solida

Testaram-se colunas de fase solida de silica gel e C18 a fim de separar
o coléide formado. Primeiramente foram realizados alguns testes para o
condicionamento da coluna, lavagem e eluicdo dos analitos das mesmas

(solucdes, solventes e vazoes).

Os cartuchos de C18 (SpeedTM C18/18) e gel de silica, foram
condicionados com 1 mL de metanol e 1 mL NaCl 0,9%. A seguir, a amostra foi
adicionada ao cartucho — 1,0 mL do radiofarmaco marcado - eluido com 2 mi
de NaCl 0,9% e 2 ml de etanol ou metanol.

Os controles radioguimicos para deteccdo da impureza de interesse
foram realizados antes da passagem do radiofarmaco pela coluna e

posteriormente.

4.2.5 Testes microbiolégicos

425.1 Avaliacdo da ligacdo *°"Tc-quinolona com diferentes cepas
bacterianas

Para avaliar a ligacdo dos radiofarmacos as bactérias, utilizaram-se as
seguintes cepas: Staphylococcus aureus, (American Type Culture Collection -
ATCC 25923); Staphylococcus epidermides (ATCC 12228); Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Enterobacter aerogenes (ATCC 13048). As cepas
foram suspensas em tubos de ensaio contendo Caldo de Soja e Tripticaseina
(TSB) com turvagao equivalente a 0,5 McFarland, contendo aproximadamente
1,5.108 UFC/ml. 0,2 ml desta suspens&o foram incubados a 37 °C por 1 h com
0,2 mL do radiofarmaco diluido 1:10 com NaCl 0,9% (*°*™Tc-CIP ou °°™Tc-PEF)
e 1,6 ml de tampao fosfato de so6dio 50 mM com &acido aeético 0,01 M,
contendo 0,01% de Tween 80 (50%, V/V). A avaliacado do grau de ligacédo das

quinolonas as bactérias foi realizada por dois métodos diferentes.
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Método 1: centrifugacéo.

Apos incubacao a solucgéo foi centrifugada numa rotagcéo de 2000 g por 5
minutos. Apés separacdo do sobrenadante, lavou-se o centrifugado com NacCl
0,9%, recentrifugou-se e removeu-se novamente o sobrenadante. A atividade
foi monitorada através de contador de poco, relacionando a atividade do

centrifugado com a atividade total (sobrenadante e centrifugado).

Método 2: filtracao.

Apés incubacdo a solugdo foi filtrada (0,22 pm, Milipore®, Estados
Unidos) e o material retido no filtro foi lavado com NaCl 0,9% (1,5 mL). Apds,
realizouse a leitura da radiacdo através de um contador de poco. A
percentagem de ligacdo do radiofarmaco a bactéria foi determinada pela
atividade do filtro dividida pela atividade total (filtro mais a radiagao do filtrado)
multiplicado por 100.

4.3 Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados por ANOVA, seguido de teste de

Duncan quando observadas diferencas significativas entre tratamentos (a=0,5).

4.4 Descarte de residuos radioativos

Os residuos radioativos foram descartados conforme Norma CNEN-NE-
6.05, de dezembro de 1985.

4 .5 Descarte de residuos ndo-radioativos

Os residuos nao radioativos utilizados para as analises foram
descartados conforme o Plano de Gerenciamento de Residuos (PGR) da
Faculdade de Farmacia baseado no disposto na Resolugdo da Diretoria
Colegiada RDC N°. 306, de 07 de dezembro de 2004 da Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (ANVISA) e na Resolucao N°. 358,
de 29 de abril de 2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA).
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5.1 Avaliag&do do complexo quinolona-metal por FTIR

Na literatura estdo relatados véarios estudos avaliando a acdo quelante
de quinolonas com diversos cations divalentes (principalmente Mg™*, Cu™ e
Fe™). As quinolonas no estado “anfotérico” (zwitterion) sdo potencialmente
capazes de formar complexos simples. Nestes estudos a quinolona se
coordena com o0s ions metalicos, geralmente em ligacGes bidentadas através
do grupo carbonila da posi¢éo 4 (4-oxo) e do grupo carboxilico da posi¢ao 3.
Os quelatos correspondem a complexos equimoleculares carregados
positivamente (complexos 1:1) responsaveis por acao bactericida ou de
complexos neutros de estequiometria 2:1 (quinolona:metal) como pode ser

visualizado na Figura5.1 com o CIP (BRION, 1992, SADEEK, 2005).

M= |\/|g++7 Cu*t
Figura 5.1: Complexos metalicos com as quinolonas (BRION, 1992).

De acordo com a literatura, os maximos de absor¢éo caracteristicos das

quinolonas s&o as bandas de vibracdo do grupo NH, préximo a 3500 cm™, do

51



Resultados e discussao

grupo OH em 3000 — 3500 cm™, a banda da carboxila (COOH) ligada ao C3
que aparece na regido entre 1712 a 1730 cm™ e a banda da carbonila
conjugada (CO, estrutura a,b-insaturada) em C4, que aparece entre 1616 a
1633 cm™ (GAO et al., 1995; AL-MUSTAFA, 2002; PSOMAS et al., 2006).

A baixa concentracdo do °°™Tc (10°M) nas reacbes de complexacéo
com farmacos apresenta um grande problema para a determinacdo da
estequiometria da reacdo (SAHA, 2004). Assim sendo, avaliou-se a ligacédo de
quinolonas ao Mn, metal da mesma familia na tabela periddica, grupo VIIB (Mn,
Tc e Re), ao invés do *°Tc, considerando que o local de ligacdo deve ser o
mesmo. Tendo em vista que existem mais trabalhos avaliando a estrutura dos
complexos com quinolonas e metais como Cu, Mn e Ni, estes também foram
preparados, conforme descrito em 4.2.1, com o objetivo de poder evidenciar 0s

grupos quimicos participantes do complexo.

As Figuras 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5 apresentam os espectros de infravermelho

do CIP livre, na forma de cloridrato, ligado ao Cu, Ni e Mn, respectivamente.

Como pode ser observado nas figuras citadas, os espectros de todos os
complexos avaliados evidenciam alteracdes ocorridas ap6s a formacédo dos

mesmos na regido da carboxila do acido ligado ao C3.

Nos espectros dos complexos com Cu, Ni e Mn é possivel constatar o
desaparecimento da banda em 1709 cm?, referente a carboxila.
Aparentemente, a partir deste fato, a complexacéo ocorre entre o carboxilato e
o metal. Entretanto, analisando o espectro com Cu, observa-se um
alargamento da banda em 1624 cm™, atribuida ao grupamento 4-oxo, com o
surgimento de outra em 1615 cm™. Desta maneira, ndo é possivel afirmar que
a carbonila ndo estaria envolvida no complexo, pois pode haver uma

sobreposicéo de bandas.

No caso do espectro do CIP-Ni e CIP-Mn, diferentemente, observa-se
uma banda em 1633 cm?! e 1613,8 cm?, respectivamente, e o0
desaparecimento da banda em 1624 cm™. Da mesma forma que anteriormente,
esta banda também pode ser atribuida tanto ao complexo carboxilato-Ni ou

carboxilato-Mn, quanto ao 4-oxo.
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Figura 5.3: Espectro de infravermelho do complexo ciprofloxacino:cobre.
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Figura 5.4: Espectro de infravermelho do complexo ciprofloxacino:niquel.
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Figura 5.5: Espectro de infravermelho do complexo ciprofloxacino: manganés.
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Resultados semelhantes foram encontrados por SADEEK (2005), nos
complexos de norfloxacino-Mn, norfloxacino-Co e norfloxacino-Fe, e WU e

colaboradores (2003), trabalhando com complexo de CIP-Cu.

Outra diferenga encontrada por WU e colaboradores (2003) no espectro
ap6s a complexacdo foi a modificacdo da banda centrada em 3528 cm,
caracteristica da ligacdo NH. Houve um alargamento da banda, mostrando
maximo de absorcdo entre 3438 cm™. Este mesmo comportamento foi
observado nas figuras acima (5.3, 54 e 5.5) e por outros pesquisadores
(LOPEZ-GRESA et al., 2002; SADEEK, 2005). Este alargamento € referente a
ligacdo NH caracteristica de sais de aminas, que apresentam fortes bandas de
absorcéo na regido 3200-2800 cm™ (COLTHUP, 1990), sugerindo que houve a

complexacédo com Cu, Ni e Mn.

SADEEK (2005) prop6s a razdo molar da complexacéo do norfloxacino
com Mn (Il), Co (Il) e Fe (lll) de 2:1, 2:1 e 3:1, respectivamente, e a ligacao
ocorreu pelos atomos de oxigénio dos grupos carbonila e carboxilico, com
migracdo do atomo de hidrogénio do grupo carboxilico para o grupo
piperazinico, gerando um nitrogénio quaternario. Porém, assim como hos
trabalhos anteriormente mencionados, os resultados aqui verificados nao

permitem fazer esta afirmacéo.

O mesmo comportamento observado para o Cu e Ni ocorreu com 0
complexo com Mn, indicando a participacdo da carbonila em C3 no complexo

formado.

A fim de avaliar a atividade antimicrobiana de complexo CIP-Mg, isto €,
observar se a complexagdo da carbonila em C3, responsavel pela ligacdo do
farmaco a enzima, poderia influir em sua atividade, TUREL e colaboradores
(2002) testaram o complexo frente a varios microrganismos Gram-positivos e

Gram-negativos, observando uma diminuicédo de atividade antimicrobiana.

Resultados diferentes foram encontrados em outro estudo, onde CIP e
enoxacino foram complexados com Cu, Mg e Co e suas atividades

antimicrobianas foram verificadas através da concentracdo inibitéria minima
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(CIM), frente a 34 cepas bacterianas diferentes. Os autores concluiram que
tanto a quinolona livre quanto a complexada apresentou atividade semelhante,
com excecdo do complexo com Mg, que demonstrou uma atividade inferior a
quinolona livre, sugerindo que o mecanismo de acdo quando o ion Mg esté
envolvido é diferente. Os autores sugerem que ions metalicos podem participar
do mecanismo de acdo destes farmacos, na interagdo da quinolona/ADN-
girase (JIMENEZ-GARRIDOet al., 2005).

Estas observacdes contraditérias ressaltam a importancia de avaliar a

capacidade destes complexos em se ligar as bactérias.

5.2 Cromatografia de Camada Delgada

5.2.1 Controle Radioquimico

O controle radioquimico é utilizado para analisar a eficiéncia da
marcacao, ou seja, a complexacdo do farmaco ao radioisotopo e, além disso,
determinar a porcentagem das impurezas que possam estar presentes. Estas
impurezas proporcionam a formacdo de radiofarmacos com baixa qualidade,
com caracteristicas de biodistribuicdo nao diferenciada, podendo causar
problemas nas interpretacdes dos exames (MARQUES et al., 2001).

As impurezas relatadas na literatura do radiofarmaco quinolona->°"Tc
sd0 duas: o metal radioativo livre (*®™TcOs) e coléide (**™Tc-Sn). O metal
radioativo livre apresenta maior afinidade pela tiredide, glandula salivar,
estbmago e rins, enquanto que o coldide se concentra no figado, rins e em
neutréfilos e mondcitos periféricos, através do processo de fagocitose (HUNG
etal., 1996; RAMSAY et al. 2005; ZOLLE, 2007).

Como estes elementos sanguineos, células brancas ou leucécitos, estao
presentes em processos inflamatorios, bem como em processos infecciosos,
eles prejudicam sua diferenciacdo. Poucos autores avaliam a formacdo dessas

impurezas nas preparacdes de radiofarmacos para diagndstico de infeccao.
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Utilizando o sistema cromatografico de fase sdlida gel silica e os
eluentes: acetona, NaCl 0,9% e hidroxido de amobnio:etanol:H,O (1:2:5),

verificou-se a complexacao do metal a quinolona.

A gquantidade de SnCl, é empiricamente otimizada para cada
formulacdo, mantendo o equilibrio entre dois parametros: quantidade suficiente
para reduzir todo o pertecnetato de sddio adicionado € 0 menor excesso
possivel, a fim de evitar a reducdo adicional de pertecnetato a estados de
oxidacdao inferiores (ZOLLE, 2007). Outro aspecto que pode gerar impurezas €
a presenca de oxigénio no frasco, particularmente antes da adicdo de
pertecnetato de sodio, resultando na oxidacdo do estanho disponivel para
reduzir o Tc*’ e, consequentemente, impedindo a complexacdo do metal ao
farmaco. O pertecnetato de sodio (*°™TcOs) permanece livre gerando

problemas do momento da imagem (SAHA, 2004).

Testouse, primeiramente, a mistura CIP:SnCl, (7,5 mg e 0,1 mg), com
variacdo de pH de 2,7 a 5,0 e marcagdo de 10 a 15 mCi, com incubacdo a
temperatura ambiente e a 100 °C, verificando-se a possivel formacédo de
radioisétopo livre e coldide. Nestas preparacdes foram observadas baixas
guantidades de Tc livre (= 5%) em todas as marcacdes realizadas, variando
temperatura e pH, como demonstrado na Figura 5.6 (Rf=1 para o Tc livre e
Rf=0 para o radiofarmaco, nos solventes NaCl 0,9% e acetona). Porém,
detectou-se a presenca de coldide (30 %), impureza radioguimica (Rf=0 para
coléide e Rf=1 para o radiofarmaco), na fase movel hidroxido de
amoénio:etanol:H,O (1:2:5), especifico para a analise do colbide, conforme

Figura5.7.
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Figura 5.6: Controle radioquimico (Imagem adquirida em equipamento E.CAM da
Siemens com matriz 256X256, colimador de alta eficiéncia, tempo de 2
minutos e zoom de 2.0). Fases méveis acetona e NaCl 0,9%.

Rf=1%"TcO,

. ‘ . ' . . ‘a Rf=1 ®"Tc-CIP

Rf=0 ®*™Tc-Sn
. Coldide

1-2EmT e G- =M Te-C:P, Sn 0,1 g, pH &, 100 °C
3-®MTeCP, 5n 0.1 mg, pH 5 T-®mTe-P, Sn 0,1 mog, pH 4, 100 °C
3-WOTCCP, Sn 0.1 mg, pH 4 g- M Te-:P, Sn 0, 1mg, pH 3, 100 °C
4- WO P, S0 0.1 myg, pH 2 9- ®mTe-C:P, Sh 0,1 g, pH 2,7 100 °C

5-®MTe-CP, 5n 01 g, pH 2,7 10- ¥ Tc-58n, 0,1 mg, 100°C

Figura 5.7: Controle radioquimico (Imagem adquirida em equipamento E.CAM da
Siemens com matriz 256X256, colimador de alta eficiéncia, tempo de 2
minutos e zoom de 2.0). Fase mével NH,OH:EtOH:H,0 (1:2:5).

Verificou-se que a quantidade de coldide formada nas formulacfes
preparadas sob aquecimento foi significativamente maior que nas solucdes

incubadas a temperatura ambiente (40 % e 19 %, respectivamente, p<0,05,
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n=6) e que nestas a quantidade foi menor em pH mais elevado, conforme

esquematizado na Figura 5.8.

1: 9" Tc-SnCl,
100 - T 2: %MTc-CIP, pH 2,7, 100 °C
90 4 3: %"Tc-CIP, pH 3,0 100 °C
° 4:%°"Tc-CIP, pH 4,0 100 °C
s 80 5: 9" Tc-CIP, pH 5,0 100 °C
2 70 - 6: °"Tc-CIP, pH 2,7
: 7: 99™Tc-CIP, pH 3,0
3 60 7 L 8: ®"Tc-CIP, pH 4,0
§ 50 4 9: **"Tc-CIP, pH 5,0
©
£ 40
8
@ 30
e 20
il
0 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 5.8: Avaliacdo da formac&do de coléide (média + DP, n=6). Controle de
qualidade radioquimico em solvente NH,OH:etanol:agua (1:2:5).

A andlise estatistica (ANOVA seguida de teste de Duncan) apresentou

0s seguintes resultados:
- 99™Tc_SnCl, foi diferente de todas as outras amostras;
-99™Te-CIP, pH 5,0 e P°™Tc-CIP, pH 4,0 s&o diferentes das demais;

- 9MTe-CIP, pH 3,0 é diferente de **™Tc-CIP, pH 5,0, 100 °C e *MTc-
CIP, pH 4,0, 100 °C;

- 9MTc-CIP, pH 2,7 é diferente de °°™Tc-CIP, pH 5,0, °*™Tc-CIP, pH 4,0,
9MTc-CIP, pH 5,0, 100 °C e **™Tc-CIP, pH 4,0, 100 °C;

-99™Tc_CIP, pH 4,0, 100 °C é diferente de **™Tc-CIP, pH 3,0, 100 °C.

O fon estanoso (Srf*) tem a funcéo de gerar os estados de oxidacdo

reduzidos do *™Tc, que se ligam aos farmacos. Quantidade insuficiente de
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Sn** leva & obtencdo de radiofarmacos com baixa pureza radioguimica. Por
outro lado, o excesso pode levar a formagdo de Tc reduzido (TcHR) e de
coloide MARQUES et al.,, 2001). O coldide é uma impureza que deve ser
evitada, pois dependendo da quantidade presente, pode modificar o padréao de
biodistribuicdo e limitar o valor diagnostico do radiofarmaco preparado/marcado
(ZOLLE, 2007).

Com o objetivo de diminuir a formacdo de coldéide, avaliou-se a
concentracdo do SnCh (0,1 mg e 0,03 mg) associado ao pH (4,0 e 6,0) e
temperatura (100 °C e ambiente). Utilizouwse o pH 6,0 ao invés de 5,0 para
avaliar um valor mais proximo da neutralidade, uma vez que o experimento
anterior apresentou bons resultados tanto para o pH 4,0 quanto para o pH 5,0,
onde houve menor formacdo de coloide. Em ambas as concentracdes de
agente redutor foi possivel observar baixas quantidades de radioisétopo livre
na forma de %°™TcOy4, de acordo com o controle radioquimico, sem diferenca
significativa (p<0,05, n=2). Desta forma, podemos afirmar que mesmo a
concentracdo mais baixa de agente redutor é suficiente para reduzir o Tc*’,
permitindo que este se ligue ao farmaco (Figura 5.9). Porém, através da CCD
detectou-se que o aquecimento aumentou a formacéo de coldide (Figuras 5.10
e 5.11).

A fim de verificar a complexagdo com o Tc e uma possivel variacdo na
atividade antibacteriana, uma segunda quinolona, o pefloxacino, foi analisado
de forma inédita. O PEF possui tempo de meia-vida superior ao CIP (RITCHEL
e KEARNS, 1999) e desta forma poderia auxiliar nas imagens tardias utilizadas
em medicina nuclear. Utilizouse a preparagéo de CIP que apresentou menor
formacéo de coldide para a preparacdo do radiofarmaco, **"Tc:PEF (2 mg),
SnCl, (0,03 mg), temperatura ambiente e pH 4,0. Os resultados do controle
radioquimico em CCD foram semelhantes aos obtidos com o CIP,
apresentando baixas concentraces de radioisétopo P™TcOs (< 5%) e
concentracdes de coldide em torno de 11%.

Através do teste ANOVA, seguido do teste de Duncan (p<0,05), foi
possivel determinar que o principal fator que influenciou a formacéo de coldide

foi 0 aquecimento, contribuindo para um maior teor desta impureza.
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TLC Acetona

99m

Rf=0 Tc
Reduzido

Rf=0 ¥ Tc-CIP

1- T

2- Tﬁ-SnC.Z, 0,03 mg 7- Tc-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 6,0, 100°C
3- Tc- SnCl,, 0,1 mg 8- Tc-CIP, SnCl; 0,1 mg, pH 4,0

4- Tc-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 4,0 9- Tc-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 4,0, 100 °C
5- Tc-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 4,0, 100 °C 10- Te-CIP, SnCl; 0,1 mg, pH 6,0

6- Tc-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 6,0 11- Tc-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 6,0, 100 °C

Figura 5.9: Controle radioquimico (Imagem adquirida em equipamento E.CAM da
Siemens com matriz 256X256, colimador de alta eficiéncia, tempo ce 2
minutos e zoom de 2.0). Fase movel acetona.

TLC/ NH40:H20:Etanol
. Rf=1%"TcOy,

* " Rf=1 *"Tc-CIP

%
;

Rf=0 **™Tc-Sn
Coléide

7- Te-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 6,0, 100°C

1-Te 8- Tc-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 4,0

2- Te-SnCly, 0,03 mg 9- Tc-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 4,0, 100 °C
3- Tc- SnCl, 0,1 mg 10- Tc-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 6,0

4- Tc-CIP, SnCl; 0,03 mg, pH4,0 11- Tc-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 6,0, 100 °C
5- Te-CIP, SnCl; 0,03 mg, pH 4,0, 100 'C 12- Tc-SnCly, 0,03 mg, 100 °c

6- Tc-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 6,0 13- Tc- SnCl,, 0,1 mg, 100°C

Figura 5.10: Controle radioquimico (Imagem adquirida em equipamento E.CAM da
Siemens com matriz 256X256, colimador de alta eficiéncia, tempo de 2
minutos e zoom de 2.0). Fase movel NH,OH:EtOH:H,O (1:2:5).
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1. *™Tc-SnCly, 0,1 mg, 100 °C 7. %™c-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 6,0
2. ®"T¢-SnCl,, 0,03 mg 8. %™T¢-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 4,0, 100 °C
3. ¥™¢-SnCl,, 0,1 my 9. *™¢-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 4,0
4. *™Tc-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 4,0, 100 °C 10. ®*™Tc-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 6,0 100 °C
5. “"¢-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 4,0 11. *¥™¢-CIP, SnCl, 0,1 mg, pH 6,0
6. *“"Tc-CIP, SnCl, 0,03 mg, pH 6,0 100 ©C
120 7
1004 T
T * *
S 80 al . ™ T
\9 *
S 60 -
(]
©
< 40 1
20 1
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 5.11: Controle de qualidade radioquimico em solvente hidroxido de
amonio:etanol:agua (1:2:5). As colunas representam as médias e desvio
padrédo (n=2). * Diferentes dos demais (ANOVA seguido de teste de
Duncan, p<0,05)

Alguns autores utilizam cartuchos de extracao de fase soélida C18 para
retirar o coléide formado SIAENS et al., 2004). Com objetivo de avaliar esta
possibilidade, realizou-se alguns ensaios com os cartuchos C18, (Speed™
C18/18, Applied Separations, Allentown, E.U.A.), mas estes ndo apresentaram
resultados satisfatorios nas condi¢cbes testadas. N&o ocorreu diferenca
significativa na porcentagem de coloide antes e apos a passagem pelos

cartuchos.

Outro agente redutor testado foi o &cido formamidinico sulfénico — FSA.
A primeira quantidade testada foi de 0,4 mg e esta nédo foi efetiva para reduzir o
TcO4. Consequentemente, aumentou-se a quantidade para 1,0 mg e 3,0 mg
para realizacdo dos testes. O aquecimento mostrou-se imprescindivel para
ocorrer a complexagdo. Mesmo aumentando a quantidade de FSA (1,0 mg e
3,0 mg) néo foi possivel reduzir todo o TcO4 adicionado. Verificou-se que cerca
de 37% do Tc adicionado nao foi reduzido. Ou seja, obtiveram-se baixas
concentracdes de radiofarmaco marcado e concentracbes consideraveis de
impureza. BENITEZ e colaboradores (2006) citam em seu trabalho, também, a

baixa eficiéncia de complexacédo do radiois6topo ao farmaco utilizando o FSA
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na concentracédo de 0,40 mg. As Figuras 5.12 e 5.13 apresentam 0s principais
resultados obtidos com o uso de FSA. Além disso, observou-se que o FSA
perde a eficiéncia como agente redutor no momento que € congelado, ao
contrario do SnCl,, que pode ser congelado e descongelado sem perder sua

atividade redutora.

acetana Rf=19"TcO,

Rf=0 *"Tc
Reduzido

Rf=0 *™Tc-CIP

L L% O Y Y T s e TR o = O I Y
2-TrFRA 1M B oS o S L T Y e Y o o
J-oodl sia 1y T CRREA 3 g, L H =T
4- o-UH-RSA 1,0y pHE AT TEA DM
& TCCPFSA 1y LH 100 "3- Te-CF S, 2,2 mg, pl 3100
F- Tr-CRFESA 1M THA I S S ol o L T Y e o o B
T-Tr-CRERS 1T My rHA, e B T CF FSA, 30 g, LH3, 100G

- c-UH-FSh 1,0 mg pH S

Figura 5.12: Controle radioquimico, fase moével acetona (Imagem adquirida em
equipamento E.CAM da Siemens com matriz 256X256, colimador de alta
eficiéncia, tempo de 2 minutos e zoom de 2.0).

. FSA 1,0 mg, 100 °C
. FSA 3,0 mg, 100 °C

. ¥™Tc-CIP, FSA 1 mg, pH 4,0, 100 °C
. ¥™Tc-CIP, FSA 1 mg, pH 6,0, 100 °C
. ¥MTc-CIP, FSA 3 mg, pH 4,0, 100 °C
. ¥MTc-CIP, FSA 3 mg, pH 6,0, 100 °C

OO WNE

90
80 - [ T
70 A r < -
60
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40 -
30

20 A
10

%*"Tc-CIP

Figura 5.13: Controle de qualidade radioquimico em solvente acetona, complexagao
do farmaco ao *"Tc, com &cido formamidinico sulfénico (FSA a 100 °C).
As colunas representam as médias e desvio padréao (n=3)
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5.2.2 CCD: deteccéo por UV

Com a finalidade de avaliar o comportamento das quinolonas nos
sistemas cromatograficos apresentados anteriormente, as placas foram
também observadas sob luz UV (254 nm), combinando os dados para analisar

0 comportamento da quinolona livre e complexada com Tc e Cu.

Verificou-se que tanto a quinolona livre como a complexada apresentou
Rf=0 nos solventes acetona e NaCl 0,9% e Rf=1 para o sistema hidroxido de
amoOnia:etanol:H,O, conforme observado na Figura 5.14, coincidindo com o0s

resultados da analise radioquimica.

Considerando-se que no caso da complexagcdo com Tc apenas uma
pequena fracdo esta ligada ao metal e quase todo o CIP esta livre, utilizou-se o
complexo Cu-CIP para avaliar comportamento microbiol6gico do complexo sem
a presenca da quinolona livre.

Figura 5.14: Avaliacdo cromatografica do complexo CIP:Tc utilizando luz UV (254 nm).
1: CIP livre; 2: 99mTc-CIP; 3:Cu-CIP fase moével acetona; e 4: CIP livre.;
5: 99mTc-CIP; 6: Cu-CIP fase movel hidroxido de amonia:etanol:H20.
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5.3 Testes microbiolégicos

Apl6s a complexagdo da quinolona ao radioisotopo e andlise das
impurezas presentes na formulacdo analisou-se a acdo antimicrobiana dos
radiofarmacos. A ligagdo do radiofarmaco a bactéria foi analisada através da

incubacéao deste em caldo contendo bactérias.

Os ensaios de controle radioquimico e ligacdo a bactéria foram

realizados simultaneamente.

A separacédo da parte de interesse foi realizada de duas formas; através
de centrifugacdo e através de filtragdo. Dessa forma, foi possivel verificar a
porcdo do radiofarmaco que realmente se ligou a ADN-girase, verificando-se

uma baixa ligacdo do radiofarmaco a bactéria em ambos os métodos.

Estes ensaios in vitro sdo muito utilizados para radiofarmacos que
possuem afinidade a bactérias, como o peptideo UBF°™Tc, que obteve taxas
de ligacdo na faixa de 40 a 80% a S. aureus e K. pneumoniae utilizando a
centrifugacéo para isolar o radiofarmaco ligado as bactérias, (WELLING et. al.,
2000; FERRO-FLORES et al., 2003); 0 M13-°™Tc, que obteve uma ligacdo de
30 a 80% frente a S. aureus e E. coli (RUSCKOWSKI et al., 2004) e a
alofasfalina->*"Tc, com taxas de ligacdo em torno de 5% a S. aureus
(TSOPELAS et al., 2002).

As formulagbes (antimicrobiano e agente redutor) em diferentes pH
foram testadas frente ao S. aureus, verificando-se que a formulagcédo de pH 4,0
complexada a temperatura de 100 °C obteve uma ligagédo a enzima bacteriana
significativamente maior (p<0,05, n=3). Por outro lado, as preparacdes de CIP
em pH 50 e 4,0 complexadas a temperatura ambiente obtiveram uma baixa

ligacéo a bactéria (Figura 5.15).
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70 - 1: ¥™Tc-SnCl,
# 2: ™ Tc-CIP, pH 2,7, 100 °C
l : » P M
3: 9¥™Tc-CIP, pH 3,0 100 °C
60 7 4: 9" Tc-CIP, pH 4,0 100 °C
o 5: 9MT¢-CIP, pH 5,0 100 °C
% 50 1 N 6: *°"Tc-CIP, pH 2,7
g 7: " Tc-CIP, pH 3,0
S 40 - « 8: ©"Tc-CIP, pH4,0
S 9: %"Tc-CIP, pH5,0
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Figura 5.15: Porcentagem de ligacdo do *"Tc-CIP a S. aureus monitorada em
contador de pogo. Resultados expressos em porcentagem da ligagcédo do
radiofarmaco a bactéria através de centrifugacdo da suspensdo de
bactérias, colunas expressam a média e desvio padrédo (n=3).

A analise estatistica (ANOVA seguida de teste de Duncan, p<0,05)

apresentou os seguintes resultados:

- *as amostras submetidas a 100 °C séo diferentes das preparagdes submetidas

a temperatura ambiente;

-+ 9MTe_CIP, pH 4,0 100 °C, é diferente de **"Tc-CIP, pH 5,0 100 °C e *"Tc-
CIP, pH 3,0 100 °C;

- o 9MTE P, pH 4,0 e *™Te-CIP, pH 5 séo diferentes de *"Tc-CIP, pH 3,0 e
¥MTc-CIP, pH 2,7.

Os resultados demonstraram que as formulagdes preparadas sob
aquecimento, que apresentaram maior formacao de coldide, foram também as

gue apresentaram maior taxa de ligacao do radiofarmaco a bactéria.

As quinolonas s&o antimicrobianos de amplo espectro, sendo este um
dos motivos de sua selecédo para o desenvolvimento de um radiofarmaco para
diagnostico de infec¢do. Desta forma, testaram-se diferentes cepas bacterianas
para verificar a acdo do radiofarmaco. Seleciou-se quatro diferentes cepas,

duas Gram-positivo Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermides, e
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duas cepas Gram-negativo Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter

aerogene.

Analisou-se também o comportamento do PEF e, conforme descrito
anteriormente, o comportamento de complexacao e formagao de impurezas foi

muito semelhante entre as duas quinolonas.

A ligacéo dos radiofarmacos CIP->°"Tc e PEF-*"Tc as bactérias ficou
na faixa de 10% e néo apresentou diferenca entre as cepas bacterianas e nem
entre os radiofarmacos marcados. O método de separacdo do microrganismo

foi através de filtracdo (Figura 5.16)

100

90 [l - coldide (*™Tc-SnCl,)
o 80 A . 99
5 0 7 - *"Tc-CIP
2 i
S - 9mTc-PEF
S 60 u
w3 50 -
o
o 40 1
2 30 -
S 20 -

i

0 - . , , i
S. aureus E. aerogenes P. aeruginosa S. epidermidis

Figura 5.16: Porcentagem de ligacéo do *"Tc-CIP e *"Tc-PEF as diferentes cepas
bacterianas monitorada em contador de poco. Resultados expressos em
porcentagem da ligacdo do radiofarmaco a bactéria através de retencéo
em filtro 0,22 um, colunas expressam a media e desvio padréo.

Em ambos os métodos de avaliacdo da ligacdo do radiofarmaco, obteve-
se resultados semelhantes. Na centrifugacéo a ligacao ficou em torno de 16%

enquanto que na filtragcéo ficou na faixa de 10%.
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Como mencionado anteriormente, o coldide € uma das impurezas que
pode ser formada na complexacdo do radiofdrmaco. Analisando-se a
correlacdo entre a porcentagem de coldide formado, obtido através do controle
radioquimico, e a radiacdo ligada a bactéria, obteve-se forte correlacdo para o
método de filtracdo (r°=0,99) e centrifugacdo (r*=0,85), evidenciando que a
ligacdo a bactéria estd diretamente relacionada a formacdo de coldide, como
pode ser observado nas Figuras 5.17 e 5.18. Pode-se verificar, desta forma,
gue apos complexacdo com o radioisétopo, a quinolona nao foi capaz de se
ligar a ADN girase das bactérias.

Correlacao da Formacéo de coldide e ligacédo a bactéria
y=1,0452x + 2,118

s 100 7 R”=0,9904
@
5 80
@
s 60 7
(]
'S 40 1
>
5 20 A
L ]

0 T T T T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
% Formagao do Coléide

Figura 5.17: Andlise da correlacdo da porcentagem de formacédo de coloide pelo
sistema CCD com a ligacdo a cepa bacteriana (separacdo do
radiofarmaco ligado a cepa S. aureus atraves do filtro 0,22um).
Formulacdo do radiofarmaco (CIP:SnCI2; 2:0,03 com pH de 4 e
pefloxacino:SnCI2; 2:0,03 com pH de 4) incubado a temperatura
ambiente.
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Figura 5.18: Relacdo entre a porcentagem de coldide formado e a ligacdo as bactérias
(S. aureus) determinada por centrifugacao. Formulacdo do radiofarmaco:
CIP:SnCl; (7,5:0,1), pH 4,0, temperatura ambiente e 100 °C.

SIAENS e colaboradores (2005) analisaram a ligacdo dos radiofarmacos
CIP-°"Tc e Enrofloxacino-*"Tc a cepas vivas de Staphylococcus aureus e
Candida albicans e cepas mortas por aquecimento de S. aureus. O
radiofarmaco teve uma baixissima ligacdo as duas cepas analisadas (3 a 6%,
pelo método de centrifugacdo). Os radiofarmacos foram analisados quanto a
pureza radioquimica através de CCD (gel de silica /acetona para Tc livre e gel
de silica/agua:etanol:hidroxido de amoénia, 5:2:1, para o coldide). A impureza

coléide, quando presente, foi removida através de cartucho C18.

Em outro estudo, ALEXANDER (2005) verificou, também, que o °°™Tc-
CIP se ligou a E. coli tanto morta quanto viva (3,6 a 6%, centrifugacéo). Neste
estudo, os autores verificaram apenas a auséncia de Tc livre e ndo verificaram
a quantidade de coloide formada. Além disso, a ligacdo aos diversos

microrganismos foi muito baixa em todos os estudos in vitro realizados.

Em seus estudos com coelhos, SARDA e colaboradores (2002)
demonstraram boa sensibilidade e baixa especificidade para diagnoéstico de

infeccdo poés-operatdrio, utilizando o CIP-°°™Tc. DUMAREY e colaboradores

69



Resultados e discussao

(2002) também relataram baixa especificidade para infec¢cdes osteoarticulares.
Os autores também sugeriram que a afinidade pelo tecido inflamado observada
em alguns trabalhos poderia ser causada pela penetracédo de CIP-**"Tc em
células especificas, como macréfagos, neutréfilos e mondcitos ou acumulo no
espaco intersticial, favorecido pelo aumento da permeabilidade capilar. Essa
também é uma das possiveis justificativas para hipercaptacdo em locais de
interesse. Ou seja, a captacdo do radiofarmaco ou impureza nele presente
(coloide) através de células do sistema inflamatdrio impossibilitaria a

diferenciacao de processos infecciosos de processos inflamatorios.

Apesar de existirem varios estudos sugerindo que a complexacao de
qguinolonas com metais nao interfere em sua ac¢ao antimicrobiana, foi possivel
observar que, in vitro, a complexacdo ao metal Tc impediu sua ligacdo as
bactérias testadas, sugerindo que a radiacdo que permanecia ligada a estas

era proveniente do coldide formado.

No estudo de WELLING e colaboradores (2001) foram investigadas as
possibilidades e limitaces da marcacédo com °°™Tc de peptideos de lactoferrina
com atividade antimicrobianos e CIP e a capacidade destes em diferenciar
infeccBes causadas por bactérias ou fungos de processos inflamatérios. Os
peptideos demonstraram ligacdo preferencial aos microrganismos, quando
avaliados in vitro, e rapida e intensa acumulacéo in vivo nos sitios infecciosos,
guando comparado com os sitios inflamatorios. Porém, os peptideos se
acumularam no figado e intestino, podendo desfavorecer o diagndstico de
infeccdo por imagem. Outra conclusdo deste estudo é que o *°™Tc-CIP se

acumulou com a mesma intensidade em processos inflamatdérios e infecciosos.

A especificidade deste radiofarmaco esta sendo defendida por alguns
autores através da inclusdo das imagens de 24 horas apds administracao do
mesmo. O CIP no plasma encontra-se na forma néo ionizada, difundindo-se
facilmente para o espaco extravascular, acarretando em rapida concentracao
no tecido inflamado, mas com rapida eliminag&o. Isto ndo acontece se o tecido
estiver infectado, pois o radiofarmaco ligado a bactéria permaneceria um maior
tempo no local. Por todos estes fatores, as imagens de 1 e 4 horas podem

apresentar baixa especificidade devido ao extravasamento, ndo diferenciando

70



Resultados e discussao

processos inflamatorios e infecciosos, e desta forma as imagens de 24 horas
confirmariam a presenca de bactéria, pois as nao ligadas seriam eliminadas
mais rapidamente (LARIKKA et al., 2002b).

Inicialmente, o CIP-°°"Tc marcado prometia ser um marcador especifico
e que se ligaria apenas as bactérias ativas, ou seja, somente a processos
infecciosos, entretanto em muitos estudos o radiofarmaco se concentra em
processos inflamatoérios. Esta acdo pode ser devido ao coléide e/ou a
inativacdo do radiofarmaco. De Winter e colaboradores (2004), também,

discute se a sintese do radiofarmaco mantém seu mecanismo de agéo.

Nossos estudos demonstram a alta correlagdo da formacéo de colbides
e ligacdo a bactéria in vitro questionando mais uma vez a especificidade do
radiofarmaco testado e a importancia da realizacdo do controle radioquimico

para nao ocorrerem problemas na interpretacdo dos exames.

Alguns estudos relatam a falta de especificidade do CIP-°"Tc como:
acumulacdo do radiofarmaco em processos de necrose avascular, proteses
articulares soltas, displasia fbrosa, artrite reumatdide e outras artropatologias
inflamatorias, infeccbes de candidiase disseminadas, Entamoeba histolytica,
abcesso de figado, pneumonia por Pneumocystis carini, tumores diferenciais
de pulméo e sarcoma de Ewing’s (de WINTER et al., 2004); em pacientes com

artrite reumatoide, doenca inflamatéria crénica (Hall et al., 1998)

A marcacdo de antimicrobianos com °°™Tc é uma técnica de fécil
manipulacdo, ou seja, de simples preparo, ao contrario da marcacdo de
leucécitos, que necessita um maior grau de treinamento. Outra vantagem na
utilizacdo deste farmaco é a independéncia da quantidade total de células
brancas no sangue de pacientes, fator este de extrema relevancia para a
gualidade das imagens com leucdcitos marcados (BRITTON, et al., 1997; HALL
et al., 1998; LARIKKA et al., 2002b). Entretanto, ainda se esta a procura de um
farmaco ideal para esta complexa¢do, e que mantenha sua acao apoés a
ligacdo ao metal.
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Concluséo

Os protocolos empregados permitiram a complexacao do ciprofloxacino

com Cu, Ni, Mn e com *°™T¢:

Os espectros de infravermelho evidenciaram a participacédo da carboxila
em C3 do CIP na formagéo dos complexos com Cu, Ni e Mn, porém néo

foi possivel caracterizar a participacdo da carbonila em C4;

Os sistemas cromatogréaficos utilizados permitiram a deteccdo das

impurezas presentes na formulacéo: tecnécio livre e coldide;

Através de revelacdo com luz UV foi possivel observar que o farmaco
livre se comportou da mesma maneira que o farmaco complexado nos

sistemas cromatograficos utilizados;

As condicbes ideais para a complexacgéo com *™Tc foram: temperatura
ambiente, pH 4,0 e SnCkL como agente redutor (2 mg CIP:0,03 mg
SnCl2);

O FSA como agente redutor ndo foi adequado nas condi¢des avaliadas,

com baixa eficiéncia de marcacéao;

O PEF foi complexado nas mesmas condi¢cdes do CIP, com resultados

semelhantes;

Através dos testes microbiologicos in vitro com cepas Gram-positivas e
Gram-negativas foi verificado que os complexos de CIP e PEF com

9MTc ndo se ligaram as mesmas;
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v' Os ensaios de ligacéo in vitro demonstraram uma correlacéo direta entre
a quantidade de colodide formado e a quantidade de radiacéo retida pelas

bactérias testadas.
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