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RESUMO

O rendimento de marcagdo da ceftizoxima com tecnécio-99m (**"Tc-CFT) foi da
ordem de 94%, mantendo-se estavel por 6 horas. A atividade biolégica da
9MTc-CFT avaliada por difusdo em agar impregnado com E. coli e S. aureus
mostrou que o antibidtico radiomarcado foi capaz de reconhecer tanto bactéria
Gram-positiva quanto Gram-negativa, sugerindo que o antibidtico preservou o
amplo espectro de atividade mesmo apds a marcagao. Estudos in vitro realizados
com uma membrana de éster de celulose (0.22 ym) mostraram que a OMTC-CFT
apresentou ligagéo especifica para S. aureus (11,0 % + 2,4). Por outro lado, o
mesmo ndo ocorreu com o P"Tc-fitato de sédio (3,7% + 0,7) e o ®™Tc-acido
dietilenotriaminopentacético (0,6% + 0,1). O valor médio de ligagdo da %°*™Tc-CFT
com as proteinas plasmaticas foi de 34,0 % £ 3,0 o que esta de acordo com os
dados descritos na literatura para a ceftizoxima. Os estudos de biodistribuicdo da
9MTc-CFT mostraram alta captagdo pelos rins (80%) nos tempos de 1, 2 e 6 horas
apos a injecdo, indicando excregdo renal. As andlises histolégicas dos focos
inflamatérios e infecciosos mostraram uma reacdo inflamatdria de intensidade
similar. Apds 24 horas da indug¢ao dos focos inflamatério e infeccioso, no musculo
da coxa esquerda de ratos, as imagens cintilograficas mostraram que a *™Tc-CFT
permaneceu nos focos infecciosos (E. coli, S. aureus) ao longo de todo
experimento. O mesmo nado foi observado no foco inflamatério (zimosan). As
analises quantitativas das imagens cintilograficas mostraram que a relacao
alvo/nao alvo para os focos infecciosos nos tempos de 2 e 6 horas foi maior do que
aquela observada para o grupo de zimosan. Os resultados obtidos 48 horas apods a
inoculacéo dos S. aureus e zimosan, na cavidade medular da tibia esquerda de
ratos, mostraram que a OMTC-CFT apresentou maior tropismo para o foco
infeccioso, quando comparado com o foco inflamatério. A retencédo da *™Tc-CFT
no sitio infeccioso por até 6 horas apds a injecédo do radiofarmaco indica uma
ligagdo especifica entre a *™Tc-CFT e a bactéria presente no foco infeccioso. O
valor médio da relacéo alvo/ndo alvo da **™Tc-CFT foi significativamente maior na
tibia infectada (2,40 £ 0,22) do que na tibia inflamada (1,50 + 0,05) e no grupo
controle (1,05 + 0,04) para todos os tempos investigados. A *™Tc-CFT apresentou

um alto tropismo e retengdo para a regido infectada nos modelos experimentais




utilizados. Portanto, os resultados obtidos sugerem que a *™Tc-CFT poderia
constituir-se em uma interessante estratégia para identificar focos inflamatérios e

infecciosos e, também, diferenciar sitios assépticos de sépticos.

Palavras-chave: *™tecnécio-ceftizoxima, osteomielite, inflamacéo, imagens

cintilograficas.




ABSTRACT

The labeling yield of ceftizoxime with technetium-99m (**"Tc-CFT) was
approximately 94%, remaining stable for six hours. The biological activity of 9MTe-
CFT evaluated by diffusion in agar impregnated with E. coli and S. aureus showed
that the radiolabeled antibiotic was capable of recognizing both Gram-negative and
Gram-positive bacteria, suggesting that the antibiotic preserved its broad spectrum of
activity even after labeling. In vitro studies performed with a cellulose ester
membrane (0.22 pm) showed that **™Tc-CFT presented specific binding to S. aureus
(11.0% + 2.4). In contrast, the same did not occur with the *™Tc-sodium phytate
(3.7% + 0.7) and **™Tc-diethylenetriaminepentaacetic acid (0.6% + 0.1). The average
binding of **™Tc-CFT to plasma proteins was 34.0% =+ 3.0, this value is an agreement
with results described in the literature for ceftizoxime. The biodistribution studies of
9MTc-CFT showed a high uptake by the kidney (80%) at 1, 2, and 6 hours after the
injection, indicating renal excretion. The histological analysis of inflammatory and
infectious foci showed an inflammatory reaction of similar intensity. Twenty-four
hours after the induction of the inflammatory and infectious foci in the left thigh
muscle of rats, scintigraphic images showed that the **™Tc-CFT remained in the foci
induced by E. coli and S. aureus throughout the entire experiment. The same result
not was observed in the inflammatory foci (zymosan). Quantitative analysis of the
scintigraphic images showed that the target/non target ratio for infectious foci (E. coli,
S. aureus) at 2 and 6 h was higher than that observed for the zymosan group. The
results obtained 48 hours after inoculation of S. aureus and zymosan in the
medullary cavity of the left tibia of rats showed that **"Tc-CFT presented higher
tropism to infectious foci, when compared with the inflammatory focus. The retention
of ®™Tc-CFT at the infectious foci for up to six hours after the injection of the
radiopharmaceutical indicate a specific bond between 9MTc-CFT and the bacteria
present at the infectious focus. The average value of the target/non target ratio of
9MTC-CFT was significantly higher in the infected (2.40 £ 0.22) than in the inflamed
tibia (1.50 £ 0.05) and the control group (1.05 + 0.04) for all of the investigated times.
The ®™Tc-CFT presented a high tropism and retention for an infected region in the

experimental models used. Thereby, the results obtained suggesting that the
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9MTc-CFT could to constitute in an interesting strategy to identify inflammatory and
infectious foci and also to distinguish aseptic from septic foci.

Keywords: “™Technetium-ceftizoxime, osteomyelitis, inflammation, scintigraphic

imaging.
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1 INTRODUGAO

O diagndstico precoce e a localizagao dos processos inflamatérios e infecciosos sao
de fundamental importadncia para a escolha da melhor conduta terapéutica,
reduzindo com isto a morbidade e a mortalidade, o tempo de hospitalizagdo e o
custo total do tratamento dessas doengas. Os métodos convencionais de imagem
como tomografia computadorizada (TC), ultra-sonografia (US) e ressonancia
nuclear magnética (RNM) nao sao capazes de fazer o diagndstico precoce, pois se
baseiam em alteragcdes anatdbmicas importantes nos tecidos ou 6rgaos, muitas
vezes ausentes na fase inicial dos processos inflamatérios e infecciosos (THRALL e
ZIESSMAN, 2003; DUMAREY et al., 2006; EL-MAGHRABY et al., 2006).

Ao contrario das técnicas descritas anteriormente, a imagem cintilografica que se
baseia em alteragdes funcionais fisiolégicas ou bioquimicas dos tecidos, constitui
um excelente método nao invasivo de exploragédo do corpo inteiro, permitindo tanto
a localizacdo quanto a determinacdo do numero de focos inflamatérios e
infecciosos, de maneira precoce, em todas as partes do corpo (CORSTENS et al,
1999; BOERMAN et al., 2001; RENNEN et al., 2005).

Atualmente, os principais radiotragadores utilizados para o diagnéstico das
osteomielites  (infecgdo o6ssea) sao o metilenodifosfonato-tecnécio-99m
(**"Tc-MDP), citrato de galio-67 (®’Ga-Citrato) e os leucdcitos marcados com
tecnécio-99m-Hexametilpropileno amino oxima (HMPAO). Entretanto, o *™Tc-MDP
apresenta baixa especificidade, o ®’Ga-citrato tem como desvantagem proporcionar
ao paciente alta dose de exposi¢cao a radiacdo, enquanto que o 9MTc-HMPAO-
leucdcitos exige um tempo longo de preparagéo e oferece risco ao manipulador de
contaminagdo com doencgas infecto-contagiosas. Além disso, esses radiofarmacos
ndo sado capazes de diferenciar processo inflamatério de infeccioso
(EL-MAGHRABY et al., 2006; PALESTRO et al., 2007,). Assim, o desenvolvimento
de radiofarmacos que possam diferenciar focos inflamatérios de infecciosos de
forma rapida, com alta sensibilidade e especificidade constitui um dos principais
objetivos nas recentes pesquisas em medicina nuclear. Entre esses novos

radiofarmacos destacam-se os antibioticos radiomarcados.
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Dentre estes, a ciprofloxacina marcada com tecnécio-99m (**"Tc-Infecton) tem sido
utilizada no diagndstico diferencial entre inflamacgao e infecgdo. Entretanto, devido
aos resultados contraditérios obtidos com esse radiofarmaco existem restricoes
quanto ao emprego desse agente na diferenciagdo de processos assépticos de
sépticos. Sabe-se pela literatura que o 99MTc-Infecton apresenta captacao
inespecifica em focos inflamatérios assépticos, contribuindo desta forma pelos
casos falso-positivos. A provavel explicacao para este fato deve-se segundo Larikka
et al. (2002,,) ao maior tempo de circulacao desse antibidtico, meia-vida bioldgica
de 4,5 horas, o que poderia contribuir para uma variedade de interacbes antes da
ligagdo propriamente dita entre a bactéria e o antibidtico. Neste contexto, a
ceftizoxima devido as caracteristicas tais como amplo espectro, meia vida bioldgica
de 1,7 horas e rapida depuracdo sanguinea aparece como um antibiético capaz de
ser marcado com tecnécio-99m e, provavelmente, ser utilizado para a obtencao de
imagens cintilograficas que poderiam ser Uteis no diagndstico precoce e diferencial
de processos inflamatérios assépticos de sépticos. Desta forma, a proposta deste
trabalho foi avaliar a capacidade da ceftizoxima marcada com tecnécio-99m
(**"Tc-CFT) de identificar focos inflamatérios e infecciosos e, também, diferenciar

sitios assépticos de sépticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Inflamacgaol/infecgao

2.1.1 Aspectos fisiopatolégicos da inflamagao/infecgao

A inflamacgado é uma das principais reagdes defensivas do organismo. E uma reacéo
dos tecidos vascularizados a um agente agressor caracterizada pela saida de
liquidos e de células do sangue para o intersticio. A infeccédo é definida pela invasao
e multiplicacdo de microrganismos nos tecidos. As lesGes celulares podem ser
causadas por agentes quimicos, radiacbes ionizantes, microrganismos,
temperaturas extremas, traumas, particulas estranhas, privagdo de oxigénio ou
nutrientes. Pode ocorrer infeccao sem inflamagao, por exemplo, nos pacientes
imunodeprimidos. Por outro lado, pode ocorrer inflamagao sem infeccdo quando a
lesdo do tecido ndo esta associada a invasao de microrganismos, mas provocada
por outro estimulo (PEREIRA e BOGLIOLO, 2000; MITCHELL e COTRAN, 2003).

A resposta inflamatdria consiste de dois componentes principais, uma reagao
vascular e uma reagao celular. Muitos tecidos e células estdo envolvidos nessas
reacoes, incluindo o fluido e as proteinas do plasma, as células circulantes, os
vasos sanguineos e o0s componentes celulares e extracelulares do tecido
conjuntivo. As células circulantes incluem os neutrofilos, mondcitos, eosindfilos,
linfocitos, basdfilos e plaquetas. As células do tecido conjuntivo sdo os mastdcitos,
fibroblastos e macréfagos. Os constituintes da matriz extracelular compreendem as
proteinas fibrosas (colageno e elastina), glicoproteinas de adesao e proteoglicanos,
Figura 1 (MITCHELL e COTRAN, 2003).
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Figura 1. Componentes da resposta inflamatoria
Fonte: MITCHELL e COTRAN (2003)

Apds uma agressao tecidual, ocorre a liberagdo de mediadores quimicos (citocinas,
histamina, prostaglandinas e leucotrienos) que levam a uma vasodilatagao local
com aumento do fluxo sangliineo (eritema). Subsequentemente, a microcirculagao
torna-se mais permeavel resultando no movimento de um fluido rico em proteinas
para os tecidos extracelulares (edema), ocasionando uma hemoconcentracao local
tornando o sangue mais viscoso e a circulagao mais lenta (estase). Com a estase
instalada, os eventos celulares tém inicio com os leucdcitos (principalmente
neutréfilos) deixando a regiao central dos vasos sanglineos e se acumulando ao
longo da superficie do endotélio vascular, processo chamado de marginagdo. Em
seguida, os leucocitos entdo se aderem ao endotélio deslocando-se sobre sua
superficie (fenbmeno de rolamento) e finalmente migram através da membrana
celular, por emissao de pseudodpodos, para o tecido intersticial (diapedese) em
diregdo ao estimulo quimiotatico (WEINER e THAKUR, 1999; MITCHELL e
COTRAN, 2003).

Os agentes quimiotaticos sao liberados no intersticio e se difundem criando um
gradiente de concentracdo que diminui em dire¢cdo ao vaso, orientando os
movimentos dos leucdcitos a regidao agredida. Os leucdcitos fixam-se ao agente
inflamatdrio envolvendo-o por pseudépodos até ser incluido dentro de uma vesicula
ou fagossomo que se une ao lisossoma, permitindo a passagem de enzimas

digestivas e agentes bactericidas para o interior do fagossomo, possibilitando,
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assim, a destruigao do agente inflamatério (MITCHELL e COTRAN, 2003). Cessada
a agao do agente, ocorre reducao da liberacdo dos mediadores, a microcirculagao
recupera o estado hemodinamico original e as células exsudadas juntamente com o
liquido voltam a circulagdo sangulinea, geralmente pelos vasos linfaticos. Se ha
necrose, o tecido destruido é fagocitado e logo depois surgem os fendmenos de
cicatrizacdo ou de regeneragao dependendo da extensdo da lesdo e do 6rgao
acometido (WEINER e THAKUR, 1999; PEREIRA e BOGLIOLO, 2000).

Os sinais e sintomas classicos da inflamacao sao eritema (rubor), edema (tumor),
calor, dor e perda da fungdo. A inflamacdo se divide em aguda e crbnica. A
inflamacao aguda é caracterizada por uma duracao relativamente curta (minutos,
algumas horas ou poucos dias), exsudacao dos fluidos e proteinas do plasma
(opsoninas, anticorpos e fatores do complemento) com migracdo de leucécitos
predominantemente de neutrofilos (CHIANELLI et al., 1997; PEREIRA e
BOGLIOLO, 2000).

A inflamagéao crénica é definida como uma inflamagéo de longa duragao (semanas,
meses e/ou anos), a qual pode ser precedida de uma fase aguda. Essa longa
atividade pode derivar da persisténcia de infeccdo microbiana no foco, exposi¢ao
prolongada a agentes téxicos e doengas autoimunes. A inflamagéo crénica esta
associada histologicamente com a presenga de células mononucleares (linfécitos,
mondcitos e macrofagos), proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose de
tecidos (PEREIRA e BOGLIOLO, 2000).

2.1.2 InfecgOes osteoarticulares

Como foram mencionados anteriormente, os processos inflamatérios podem ser
assépticos ou sépticos. Dentre os processos sépticos osteoarticulares, destacam-se
a osteomielite, artrite séptica e infeccdo de protese. A osteomielite € uma infecgao
por microrganismos que invadem os 0ssos. Os microrganismos penetram no 0sso a
partir de um foco de infecgéo, traumatismo ou por um ferimento penetrante. Os
fagécitos tentam conter as infec¢des e, durante o processo, liberam enzimas que
lisam o osso. O pus espalha-se para dentro de canais vasculares, elevando a

pressao intra-6ssea e prejudicando o fluxo de sangue. A medida que a infecgcdo nao
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tratada torna-se crénica, a necrose isquémica do osso resulta na separacao de
grandes fragmentos desvascularizados (sequestros). Na artrite séptica, a invasao
bacteriana ocorre no espacgo articular. Tanto a osteomielite quanto a artrite séptica
causam destruicdo irreversivel e seqlelas devastadoras sobre os 0ssos e as
articulagdes, muitas vezes dificeis ou impossiveis de serem tratadas. As sequelas
sao definitivas e comprometem o paciente para o resto da vida, tanto no aspecto
funcional como psicolégico. As infecgdes osteoarticulares sao potencialmente
curaveis, desde que precocemente diagnosticadas e adequadamente tratadas
(MAGUIRE, 1998; XAVIER, 2003).

2.1.2.1 Osteomielite

A osteomielite € uma infecgdo de propagag¢ao muito rapida e que pde em risco a
vida do paciente. Trés vias de infeccdo que alcancam o tecido 6sseo definem as
principais formas de osteomielites: 1) disseminacdo hematogénica; 2) contaminacgao
apos traumatismo cirurgico e nao cirurgico e 3) disseminagao a partir de tecido
continuo infectado. As osteomielites se dividem em aguda, sub-aguda e cronica. A
osteomielite aguda engloba as infecgdes recentes dos ossos. Ocorre principalmente
em criangas e, na maioria das vezes, € de origem hematogénica. Em adultos, a
osteomielite geralmente € uma infecgdo sub-aguda ou crénica que se desenvolve
em consequéncia de uma lesdo 6ssea ou de partes moles adjacentes (MAGUIRE,
1998; GOLDMAN e BENNETT, 2001; XAVIER, 2003; ARIAS e FARTO, 2005).

Os microorganismos mais frequentemente isolados na osteomielite bacteriana estao
relacionados a faixa etaria do paciente ou ao contexto clinico. O Staphylococcus
aureus é o agente mais comum na osteomielite hematogénica aguda. Os
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli sdo mais comuns em pacientes com osteomielite cronica.
(MALAMITSI, et al., 2003; ARIAS e FARTO, 2005).

As principais manifestagdes clinicas das osteomielites de uma maneira geral sao
dor localizada e febre. As osteomielites sao dificeis de serem diagnosticadas, assim
como o préprio conceito de cura, podendo ocorrer prolongados intervalos

assintomaticos nas osteomielites cronicas. O diagndstico da osteomielite baseia-se
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principalmente nos achados clinicos, os dados da histéria clinica, exame fisico e
exames laboratoriais (proteina C reativa e velocidade de hemossedimentagéo). A
biopsia do local € o método definitivo para se chegar ao diagnéstico. Entretanto, é
um método invasivo e muitas vezes contra indicado. O diagnéstico precoce é muito
importante, uma vez que em 15-30% dos pacientes adultos que apresentam
osteomielite aguda desenvolvem osteomielite crénica. A localizagao mais frequente
€ a tibia e a incidéncia de osteomielite pds-cirurgica oscila entre 1 a 3% (SAPIENZA
et al., 2000; WOLF et al., 2001; XAVIER, 2003; EL-MAGHRABY et al., 2006).

Em geral, o tratamento envolve a avaliacdo da extensado do processo infeccioso, a
identificacdo da etiologia, antibioticoterapia e, quando necessario, a retirada de
espagos-mortos e estabilizacdo 6ssea. A osteomielite aguda é curavel com terapia
antimicrobiana adequada e debridamento (excisdo de tecido) cirurgico, se
necessario. O tratamento deve ser administrado durante quatro a seis semanas.
Uma terapia inadequada da osteomielite aguda resulta em infecgao recidivante de
evolugdo para osteomielite crénica. Caso nédo tenha resultado o tratamento, a
ressec¢ao radical é o mais indicado (GOLDMAN e BENNETT, 2001; XAVIER,
2003).

2.1.3 Proteses articulares

As principais manifestagdes clinicas de infeccoes de proteses articulares sdo dor
articular e febre. A melhor abordagem terapéutica consiste na administracao

parenteral de antibiéticos, além da remocao cirurgica da prétese (XAVIER, 2003).

As proteses articulares merecem um tratamento especial dentro dos transtornos
osteoarticulares. O diagndstico diferencial entre afrouxamento de prétese e infecgao
€ de grande importancia, uma vez que a conduta terapéutica é diferenciada. A dor
ocasionada em proteses de joelho e de quadril pode ser devida a infecgdo ou ao
afrouxamento asséptico da prétese. O diagnostico diferencial entre as duas
provaveis causas tem sido de dificil execugdo pelos métodos convencionais. A
principal causa de infeccdo de protese € a contaminagcdo durante o implante
protético, cujo principal microrganismo € o estafilococo. Este patégeno é também a

causa mais comum de infeccdo apds trauma e, de infecgdes crénicas apos
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artroplastia de joelho (LARIKKA et al., 2002, ). A artroplastia total de joelho (ATJ) é
uma cirurgia de grande porte e sujeita a complicagdes pds-operatérias, sendo a
infeccdo a mais temida, pois o tratamento € dificil e prolongado. As infecc¢des
superficiais devem ser tratadas agressivamente, evitando-se progressao para uma
infeccao profunda, que colocaria em risco a protese, o membro e até a vida do
paciente. No Instituto de Ortopedia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo, a incidéncia de infecgdes nas ATJ tem se mantido em torno de 3% nos
ultimos 3 anos. Na Literatura internacional a incidéncia varia de 1 a 5% (LIMA et al.,
2004; D'ELIA et al., 2007).

2.2 Medicina Nuclear/ Farmacia Nuclear

A Medicina Nuclear é uma especialidade médica que se utiliza de métodos
cintilograficos para o diagnostico de diversas doencas, sendo aplicada em todas as
modalidades clinicas como nos diagndsticos de inflamacgao e infecgdo. A Farmacia
Nuclear é o ramo da ciéncia que estuda os aspectos da quimica, farmacologia,
bioquimica e fisiologia de compostos radioativos denominados Radiofarmacos que
sdo utilizados em Medicina Nuclear, para fins de diagnéstico e tratamento de
diversas doengas (THRALL e ZIESSMAN, 2003).

Os radiofarmacos sao marcados principalmente com radionuclideos emissores de
fétons gama (y) com energia compreendida entre 100 e 200 KeV (quilo elétron-
volts). Apds a sua administragdo, os radiofarmacos se distribuem por afinidade nos
tecidos e a radiacdo emitida € detectada por meio de uma camara de cintilagdo
(gama-camara). Desta forma, a cinética e a distribuicao destes radiotragadores séo
determinadas e acompanhadas ao mesmo tempo no organismo (SAMPSON, 1990;
THRALL e ZIESSMAN, 2003).

O radiofarmaco ideal para imagens de inflamacéao/infeccdo deve apresentar as
seguintes caracteristicas: alta disponibilidade; auséncia de toxicidade e nao induzir
resposta imunologica; permitir o diagnostico precoce e rapido; acumular de forma
eficiente e com boa retencdo no foco inflamatério/infeccioso; diferenciar processo
inflamatdrio asséptico de um séptico (infeccao); apresentar rapida depuracao

sanguinea; fornecer baixas doses de radiagao; baixo custo; facil preparagao e nao
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oferecer riscos para o manipulador (CORSTENS e VAN DER MEER, 1999;
BOERMAN et al., 2001; RENNEN et al., 2005).

2.3 Tecnécio-99m

O is6topo radioativo tecnécio-99m (*°™Tc) foi descoberto por Perrier e Segré (1937),
num cicloton, na Universidade da Califérnia, em Berkeley (JONES, 1995). Segundo
Lever et al. (1985), o tecnécio foi o primeiro elemento produzido pelo homem e, por
isso mesmo, seu nome derivou-se da palavra grega technetos que significa artificial.
Atualmente, sdo conhecidos 21 isétopos do tecnécio com massa atbmica variando

de 90 a 110, sendo todos radioativos.

O is6topo metaestavel tecnécio (**™Tc) é originado da desintegracdo de um
elemento radioativo o molibdénio-99 (ggMo), isotopo este proveniente da fissdo
nuclear do uranio e do bombardeamento do **Mo (estavel) por néutrons em um

reator nuclear (THRALL e ZIESSMAN, 2003); esquematicamente escreve-se:

%Mo (n, v)
Mo (B.) > ®"Tc (v) > *Tc (B.) > *Ru (estavel)
42 43 43 44

233 (n, fissdo)

O tecnécio-99m é produzido por um gerador que foi desenvolvido pela primeira vez
por Tucker et al. (1958), consistindo de uma coluna de vidro onde o radionuclideo
%Mo, denominado de pai, com o tempo de meia-vida fisica (T1.) de 66 h, encontra-
se fortemente adsorvido em uma resina de alumina (Figura 2). Por um processo de
desintegracdo radioativa com emissao de radiagdo 3., o %Mo sofre transmutagéao e
da origem aos atomos de tecnécio-99m, denominado de radionuclideo filho. Esses
atomos sao eluidos do gerador com uma solugao de cloreto de sédio a 0,9% (p/v),
na forma de pertecnetato de sédio (Na**™TcO,), na concentracdo de 10° a 10 M.
Nesta forma, o 9mTc encontra-se com o estado de oxidacdo +7, portanto,
quimicamente nao reativo. Para torna-lo reativo, no momento da preparagao do

produto marcado, ha necessidade de acrescentar na reacdo um agente redutor
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como a finalidade de reduzir o ®™Tc para os estados de oxidacdo mais estaveis
como +4, +3 e +5. Varios agentes redutores sdo utilizados como o cloreto estanoso
(SnCly), borohidreto de sédio (NaBH.), ditionito de sédio (Na;S,04) e o acido
formamidino sulfénico, CH4sN20,S (BANERJJE et al., 2001).

Figura 2. Gerador de molibdénio-99/tecnécio-99m
Fonte: IPEN/CNEN-SP

Sandler et al. (1996) descreveram que o **™Tc possui as melhores caracteristicas
para a aquisicdo das imagens cintilograficas, devido ao tempo de meia-vida (T452)
curto de 6,02 horas, a auséncia de emissao beta e a emissao de foétons y de 140
keV. A faixa de energia emitida pelo *™Tc enquadra-se perfeitamente com a
eficiéncia dos detectores de iodeto de sédio das camaras cintilograficas atuais
(Figura 3), isso confere uma boa penetracao tecidual e facil colimacao (THRALL e
ZIESSMAN, 2003). Estas caracteristicas, além da disponibilidade e do baixo custo
fizeram com que o *™Tc se tornasse o isétopo radioativo mais utilizado em
Medicina Nuclear, com aproximadamente 80% das marcag¢des dos radiofarmacos.
Atualmente, este is6topo tem sido também amplamente empregado em trabalhos
de pesquisas que envolvem a presencga de radiotragadores (DEWANJEE, 1990;
SAHA, 1998).

Como elemento de nimero atdmico 43, o ®™Tc & um metal de transicdo do grupo
VIIB da tabela periédica, portanto, a quimica € dominada pela formagdo de

complexos metais-doadores. Sendo um metal deficiente em elétrons o **"Tc reage
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principalmente com grupos funcionais capazes de doar elétrons como aminas,
amidas, oximas, tidis, sulfidrilas, isonitrilas, etc (DEWANJEE, 1990).

Figura 3. Gama-camara

2.4 Diagnostico de processos inflamatérios/infecciosos

A identificacao precoce e a localizacao da inflamacao/infec¢ao sdo importantes para
selecionar a melhor conduta terapéutica. A maioria dos métodos disponiveis para
estabelecer o diagnostico diferencial entre processos inflamatérios e infecciosos
consiste em analises microbiolégicas de amostras coletadas no local da lesdo. Os
métodos convencionais de imagem radiolégica, tais como ultra-sonografia (US),
tomografia computadorizada (TC) e ressonancia nuclear magnética (RNM) nao sao
capazes de fazer este diagnéstico diferencial. Além disso, estas técnicas baseiam-
se em alteragdes anatdmicas importantes nos tecidos ou 6rgaos e nao fornecem
imagem de corpo inteiro, apenas regional (THRALL e ZIESSMAN, 2003;
EL-MAGHRABY et al., 2006).

Ao contrario das técnicas convencionais de imagens, as cintilografias obtidas em
Medicina Nuclear baseiam-se em alteragbes funcionais, fisiolégicas e/ou
bioquimicas, decorrentes dos processos inflamatérios e infecciosos (BOERMAN et
al., 2001; CORSTENS e VAN DER MEER, 1999). Os radiofarmacos chegam até o
local da inflamacdo devido ao aumento do fluxo sanguineo local, aumento da
permeabilidade vascular e influxo de células sanglineas. Portanto, estes
radiotragadores permitem visualizar focos de inflamacao/infeccdo, em todas as
partes do organismo, na fase inicial, quando altera¢gdes morfolégicas ainda nao

estdo presentes. Além disto, consiste em um excelente método nao invasivo de
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exploracédo de corpo inteiro (RENNEN et al., 2005). Para que o foco de
inflamacao/infecgdo possa ser diagnosticado por imagem cintilografica € necessario
que a quantidade de radioatividade, presente no foco, esteja acima da radiagao de
fundo dos tecidos normais. Em geral, deve-se apresentar uma relagdo alvo
(foco)/ndo alvo de pelo menos 1,5. Portanto, no minimo 50% de radioatividade a
mais no foco (PHILLIPS, 1999). No diagndstico de inflamacé&o/infec¢do, o acumulo e
a retencdo dos radiofarmacos no foco podem ocorrer por radiotragadores

especificos e ndo especificos.
2.4.1 Radiotragadores nao especificos

Os radiotracadores nao especificos acumulam-se nos processos de
inflamacao/infecgdo devido ao aumento do suprimento sanglineo, da
permeabilidade vascular e do extravasamento de proteinas. Altos niveis sanglineos
desses agentes sdo necessarios para que ocorra a difusdo para o tecido alvo.
Como o acumulo desses radiotracadores deve-se as caracteristicas comuns entre
os processos de inflamagao/infecgdo, os mesmos ndo conseguem diferenciar focos
asséptico de séptico (RENNEN et al., 2001,). Dentre estes radiotragadores podem

ser destacados:

2.4.1.1 Citrato de Galio-67

O %Ga-Citrato é utilizado em imagens de inflamagéo/infeccdo desde a sua
descoberta em 1971. O mecanismo de captacdo baseia-se na ligagao do *Ga-
Citrato com a transferrina circulante. Este complexo extravasa para o local da
infeccdo devido ao aumento da permeabilidade vascular e do fluxo sanguineo,
ligando-se a lactoferrina excretada in situ pelos neutréfilos permitindo a sua
localizagdo. O agente é excretado parcialmente pelos rins (15% a 25%),
especialmente durante as primeiras 24 horas apos a injecédo. A depuragao do corpo
total é lento, com meia-vida biolégica de 25 dias (WEINER, 1990; THRALL e
ZIESSMAN, 2003). O 5’Ga-Citrato apresenta uma captacéo fisioldgica pelo figado,
baco, glandulas salivares, ossos, medula 6ssea. Embora este agente apresente alta

sensibilidade para as fases aguda e crdnica, existem desvantagens que limitam a




29

aplicagdo clinica como o tempo de meia-vida fisica longo (t12 = 78 horas) e
emissdes de radiagbes gama variando de 93 a 394 KeV. Os fotons de menor
energia resultam em alta percentagem de espalhamento, enquanto que os fétons de
alta energia sdo de dificil colimagdo pelas cémaras cintilograficas. Deve-se
considerar, também, a baixa especificidade da técnica, o que limita o seu emprego
apenas nos processos de inflamacgao/infeccdo localizados principalmente nos
pulmdes e na coluna vertebral. Dentre outras desvantagens destacam-se, também,
a pouca disponibilidade desse is6topo e o tempo longo para a realizacdo de
imagens de 48 e/ou 72 horas (BECKER, 1995; CORSTSENS et al., 1993; THRALL
e ZIESSMAN, 2003).

2.4.1.2 Lipossomas radiomarcados

Os lipossomas sao pequenas vesiculas esféricas constituidas por bicamadas
fosfolipidicas que encerram em seu interior uma fase aquosa, semelhante as
membranas biolégicas (FREZARD, 1999). Os lipossomas podem ser marcados com
varios radionuclideos como galio-67, indio-111 e tecnécio-99m (GOINS et al., 1993;
AWASTHI et al., 1998).

Os primeiros lipossomas radiomarcados apresentavam uma rapida depuracao da
circulagao para os o6rgaos ricos em células fagociticas como o figado, bago e
medula éssea. Com a finalidade de aumentar o tempo de circulacido destas
nanoestruturas, alteracbes quimicas na superficie dos lipossomas foram
introduzidas por varios pesquisadores. Dentre estas destacam-se a ligagdo de PEG
(polietilenoglicol) aos fosfolipides, reduzindo o processo de fagocitose pelo sistema
mononuclear fagocitico. Dessa forma, aumenta-se o tempo de circulagdo dos
mesmos permitindo a sua captagao pelos focos de inflamagao (DAMS et al., 2000).
Entretanto, estudos pré-clinicos mostraram varios efeitos colaterais apds a injecéao
de lipossomas radiomarcados. Dentre estes, podem ser destacados a hipertenséo,
dor de estdbmago, aumento da frequéncia cardiaca, dor no peito e eritema. Diante
disto, a utilizacdo do ggmTC-Iipossoma para diagnostico de processos
inflamatdérios/infecciosos ficou comprometida. Além disto, este agente nao foi capaz

de fazer o diagnéstico diferencial entre inflamacao asséptica e séptica (ALLEN e
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HANSEN, 1991; BROUWERS et al., 2000; MOGHIMI e SZEBENI, 2003). Trabalhos
recentes realizados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Radioisétopos da
Universidade Federal de Minas Gerais mostraram que o0s lipossomas
radiomarcados com *™Tc-HMPAO podem se tornar em um método alternativo para
o diagndstico de inflamacgao e infeccdo (CARMO et al., 2008,,). Entretanto, este
agente a exemplo de outros citados anteriormente ndo € capaz de distinguir

inflamacao de infecgao.
2.4.2 Radiotragadores especificos

Os processos especificos de captacao incluem interagées entre os radiofarmacos e
o alvo, como por exemplo, a ligacdo ao receptor e a ligagdo antigeno-anticorpo
(RENNEN et al., 2001p).

2.4.2.1 Anticorpos monoclonais anti-granulécitos radiomarcados

Os anticorpos monoclonais ligam-se a antigenos de superficie presentes no
granulécitos (NCA, CD15, CD66 e CD67). Os principais anticorpos anti-granulécitos
utilizados para imagens de infec¢ao sao: anti-NCA-95 IgG (BW250/183), anti-SSEA-
1 IgM (Fanolesomab: NeutroSpec) e o fragmento anti-NCA-90 (sulesomab:
LeukoScan®). Os is6topos mais utilizados nas marcagdes séo o tecnécio-99m e o
iodo-123 (RENNEN et al., 2001). Estudos em pacientes mostraram, 4 horas apds a
injecdo, uma captagdo dos anticorpos radiomarcados na medula 6ssea (55%),
figado (10%), bacgo (5%) e o restante distribuido na circulagao (30%) (CHIANELLI et
al., 1997). Resultados semelhantes também tém sido obtidos em pacientes com
suspeita de infecgbes Osseas, utilizando o LeukoScan® (GRATZ et al.,, 2003).
Esses fragmentos possuem uma melhor penetracdo nos tecidos inflamados e sao
menos imunogénicos. Em um estudo comparativo do LeukoScan® com 9MTe-
HMPAO-Leucécitos autdlogos, em 21 pacientes com osteomielite demonstrou uma
sensibilidade de 90%, especificidade de 84,6% e acuracia de 87,9%, enquanto que
os leucdcitos radiomarcados foram de 83,9%; 76,5% e 81,3%, respectivamente
(BECKER et al., 1996). Outro estudo realizado em pacientes com suspeita de

infeccdo 6ssea mostrou uma sensibilidade da ordem de 85% e especificidade de
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75% (RUBELLO et al., 2004). Entretanto, o alto custo aliado a possiveis reac¢des
alérgicas tem limitado o emprego de anticorpos radiomarcados em diagnéstico de
inflamacao e infecgdo. Este radiotragador também nao diferencia inflamagao de
infeccdo (BECKER et al., 1994; CHIANELLI et al., 1997).

2.4.2.2 Peptideos quimiotaticos radiomarcados

Sao peptideos com alta afinidade por receptores de granuldcitos. Um dos primeiros
peptideos que foram testados para imagens de infecgéo foi o peptideo quimiotatico
formy-Met-Leu-Phe. Este tripeptideo produzido por bactérias, liga-se com alta
afinidade a receptores de granuldcitos e mondcitos (RENNEN et al., 2001,). Zoghbi
et al. (1981) investigando as caracteristicas in vivo do tripeptideo marcado
verificaram que, mesmo em baixas doses, esses agentes induziam granulocitopenia

transitoria.

Fischman et al. (1991) descreveram a sintese de 04 peptideos quimiotaticos
analogos do DTPA (4cido dietilenotriaminopentacético) marcados com '"'In. Todos
os peptideos mantiveram sua atividade biologica e afinidade ao receptor. Os
peptideos testados, em ratos com infec¢ao de E. coli, foram capazes de localizar o
foco 1 h apdés a injecdo. Em um estudo comparativo, utilizando coelhos com
infeccdao de E. coli, foi demonstrado que a localizagdo da infecgdo usando o
tripeptideo marcado com *°™Tc foi superior aos leucécitos marcados com '''In
(BABICH et al., 1993). Embora apresente uma alta atividade especifica, o método
ainda possui um efeito sobre a contagem dos leucdcitos periféricos, mesmo em
concentracées da ordem de 10 ng/Kg. Portanto, estes efeitos sdo vistos como
empecilho na utilizagdo clinica (FISCHMAN et al.,, 1993). Krause et al. (2007)
realizaram um estudo comparativo entre o peptideo quimiotatico *™Tc-P1827DS e a
interleucina-8 (IL-8) marcada com tecnécio-99m (**™Tc-IL-8), utilizando o modelo de
infeccdo com E. coli. Os resultados mostraram que o peptideo foi capaz de
visualizar o abscesso nos animais, mas a captacao da infecgdo e a biodistribuicao

nao foram superiores aquelas encontradas com a 9MTe-|L-8.
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2.4.2.3 Citocinas

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular (< 20.000 daltons)
apresentando rapida depuragao sanguinea, interagem com células que expressam
receptores especificos de superficie com alta afinidade de ligagdo. As citocinas néao
provocam reacdes alérgicas e sao facilmente disponiveis pelas técnicas de DNA
recombinante. Embora as citocinas radiomarcadas tenham potencial para os
estudos fisiopatolégicos de varias doengas, somente algumas podem ser utilizadas
no diagnostico de inflamagao/Infecgdo (RENNEN et al., 2001,). As interleucinas

mais utilizadas sao interleucina-1, interleucina-2 e interleucina-8.
Interleucina-1 (IL-1)

A interleucina-1 liga-se a receptores expressos em granulécitos, mondcitos e
linfécitos com alta afinidade. Van Der Laken et al. (1995) mostraram, em ratos com
infeccdo de S. aureus, uma captacao especifica da IL-1 marcada com 23| no foco
de infeccdo. Entretanto, outros pesquisadores verificaram que a IL-1 mesmo
quando administrada em doses baixas (10 ng/Kg) ocasionou efeitos adversos como
hipotensdo e cefaléia. Portanto, a sua utilizagdo clinica ficou prejudicada
(BARRERA et al., 2000).

Interleucina-2 (IL-2)

A interleucina-2 liga-se a receptores expressos em linfocitos T ativados. Este
infiltrado de linfécitos é caracteristico de inflamagao crénica. Signore et al. (1992)
mostraram, em um modelo de ratos com diabetes mellitus auto-imune, que a
infiltracao linfocitica no pancreas pdde ser visualizada 1 hora apés a inje¢ao da IL-2
marcada com lodo-123. Estudos com pacientes portadores de inflamagao crénica
como doenga de Crohn, doenga de Graves, tireoidite de Hashimoto, doenca celiaca
e outras doencas autoimunes mostraram captacdo da 9MTc-L-2 nos sitios do
infiltrado linfocitico Entretanto, o alto custo restringe o seu emprego nos
diagnosticos de inflamacéo e infeccao (CHIANELLI et al., 1997; SIGNORE et al.,
2000).
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Interleucina-8 (IL-8)

A interleucina-8 é uma pequena proteina (8,5 KDa) que se liga a receptores de
neutréfilos com alta afinidade (RENNEN et al., 2001,). Hay et al. (1997) utilizando a
IL-8 marcada com iodo, em modelos de ratos com inflamacgéao estéril (carragenina),
observaram um pico de captacao entre 1 e 3 horas apds a injecdo e um declinio
logo apos este periodo. Rennen et al. (2001,) desenvolveram uma preparacao de
¥MTc-IL-8  utilizando o HYNIC (hidrazinonicotinamida) como um quelante
intermediario. Estes pesquisadores observaram alta captacéo da 9MTe-HYNIC-IL-8
no foco de E. coli, em modelos experimentais de coelhos, quando comparados com
as preparagbes marcadas com iodo. Outros pesquisadores acharam resultados
semelhantes utilizando outros modelos experimentais como infecgbes
intramusculares e osteomielite (GRATZ et al., 2001; RENNEN et al., 2003). Bleeker-
Rovers et al. (2007) avaliaram 20 pacientes com suspeita de infecgdo em varias
regides do corpo utilizando **™Tc-IL-8. As imagens cintilograficas foram realizadas 4
horas apds a inje¢ao. Todas as infecgdes foram confirmadas por andlise histolégica
e cultura. A cintilografia com **™Tc-IL-8 identificou 10 dos 12 pacientes com infecgéo
com 2 casos de falso-negativos. Como foi mencionado anteriormente para IL-2, o

alto custo também é um fator de restricdo para o emprego da IL-8.

2.4.2.4 "*F-fluordesoxiglicose ('°F-FDG)

O fltor-18-fluordesoxiglicose (‘®F-FDG) acumula-se, in vivo, em tumores malignos
principalmente pelo aumento do metabolismo da glicose. As imagens de infeccao
utilizando a tomografia por emissdo de pésitron (PET) baseiam-se no fato de que
granulécitos e macrofagos presentes nesses focos utilizam a glicose como fonte de
energia (ZHUANG e ALAVI, 2002). O "®F-FDG-PET tem sido estudado em uma
variedade de lesbes bacterianas, infecgoes em tecidos moles e infecgdes dsseas. A
sensibilidade e especificidade do FDG-PET geralmente excedem a 90% e possui
excelente resolugcédo espacial e rapida acumulagdo no foco (GUHLMANN et al.,
1998; STUMPE e STROBEL, 2006; KUMAR et al.,, 2008). Entretanto, a
especificidade fica comprometida uma vez que a captacdo do '®F-FDG ocorre em

todas as células que apresentam uma atividade glicolitica aumentada. Além do
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mais, a captacdo do '®F-FDG & influenciada pela concentragdo de glicose no soro e
por certas condigdes patoldgicas tais como a diabetes mellitus (RENNEN et al.,
2001,; DUMAREY et al., 2006). Ressalta-se também que, o alto custo das
instalacbes para a producdo do is6topo radioativo flior-18 e a necessidade de
tomoégrafos ultra-modernos para a geracdo de imagens tém limitado a utilizagcao

dessa técnica.

2.4.2.5 Leucécitos autdlogos radiomarcados

Mcafee e Thakur (1976) desenvolveram a primeira técnica de marcagdo de
leucécitos autdlogos com o isétopo radioativo "In. Para tanto, estes pesquisadores
utilizaram a oxina como quelante lipofilico para introduzir o radionuclideo no interior
da célula (""In-leucocitos). Entretanto, o '''In é pouco disponivel, possui alta
energia de radiacao (173 e 247 KeV) e apresenta tempo de meia-vida relativamente

longo (2,8 dias) para procedimentos de diagnaostico.

Peters et al. (1986) desenvolveram uma técnica de marcacdo de leucdcitos
utilizando o quelante HMPAO (hexametilpropileno amino oxima), o que permitiu
uma eficiente marcacdo de leucocitos com tecnécio-99m. O complexo
9MTc-HMPAO, por ser lipofilico, tem a propriedade de penetrar no interior dos
leucocitos marcando-os. Os *™Tc-HMPAO-leucdcitos autélogos séo considerados
‘padrdo ouro” na Medicina Nuclear para diagnostico de inflamagéao/infecgao
(BECKER, 1995). Apés a injecao intravenosa dos leucocitos marcados ha uma
captacao fisiolégica pelo pulmao, figado e bago. As imagens das regides de
interesse sao realizadas 30 e 120 minutos apos a injecédo (CARDOSO et al., 2002;
MARTIN-COMIN et al., 2002). O mecanismo de captagdo dos leucocitos € por
quimiotaxia, portanto, representa um indicador especifico para infiltragao

leucocitica, mas nao para infecgao.

Para avaliar processos inflamatérios e infecciosos do trato urinario sdo utilizados
preferencialmente leucocitos marcados com M, pois, estes apresentam
eliminacdo somente pelo intestino. Ao contrario, para investigar enfermidades

inflamatorias intestinais e do tecido 6sseo utilizam-se leucécitos marcados com
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9mTe por apresentar eliminagéo preferencialmente pelo trato urinario (RENNEN et
al., 2001y). As principais indicagdes dos leucécitos radiomarcados séo as doengas
inflamatdrias do intestino, infecgdes intestinais, osteomielites, prétese articular,
doengas renais, infec¢gdes pulmonares e febre de origem desconhecida (BECKER,
2002).

Cardoso et al. (2002) utilizando um método modificado de marcagao de leucdcitos,
com tecnécio-99m, encontraram uma sensibilidade de 100% e uma especificidade
de 100% em pacientes portadores de doencas inflamatérias do intestino.
Empregando o método convencional estes mesmos autores encontraram 95,6% e

100% para sensibilidade e especificidade, respectivamente.

A preparacado de leucécitos radiomarcados requer equipamentos especializados,
pessoal treinado e varias etapas no procedimento de marcagcdo com um tempo
relativamente longo (3 horas). Este método apresenta riscos para o manipulador
devido ao manuseio de sangue, potencialmente contaminado, podendo levar a
transmissao de doencas tais como hepatite, sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(sida), entre outras. Desta forma, varias pesquisas estdo sendo realizadas no
sentido de desenvolver métodos alternativos que nado oferegam riscos (EL-
MAGHRABY et al., 2006; PALESTRO et al., 2007,). Apesar dos leucdcitos
radiomarcados serem considerados referéncia, este agente de diagnostico também
nao diferencia inflamagao de infeccdo (SAMPSON, 1996). Portanto, existe por parte
de varios grupos de pesquisa a preocupacdo em desenvolver um radiofarmaco
capaz de distinguir inflamacédo de infecgdo, sem a necessidade de manuseio de
sangue. Neste contexto, estudos recentes tém mostrado a possibilidade de se

utilizar antibiéticos radiomarcados para este fim.
2.4.2.6 Antibioticos radiomarcados

Uma nova proposta para o diagnostico diferencial entre inflamagéo e infecgéo
baseia-se no uso de antibiéticos radiomarcados. Estes antibidticos sdo captados
pelos focos infecciosos e sdo, freqlentemente, metabolizados pelos
microrganismos. Portanto, a quantidade da radioatividade medida no foco sera

proporcional ao numero de microrganismos presentes. Alguns requisitos séo
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propostos para a marcagdo de antibidticos tais como: a) as estruturas quimicas
devem apresentar grupos doadores de elétrons (-COOH, -OH, -NH; e -SH,),
facilitando a marcacdo com *™Tc, b) solubilidade em &gua, c) estabilidade em pH
fisiologico, d) alta disponibilidade, e) possuir amplo espectro de agéo e finalmente
poder ser administrado por via intravenosa (ARIAS e FARTO, 2005). Antibidticos

tém sido marcados com tecnécio-99m como a ciprofloxacina e ceftizoxima.

Ciprofloxacina

A ciprofloxacina foi desenvolvida por pesquisadores do laboratério Bayer,
Alemanha, sendo introduzida por Wise et al. (1983) e possui peso molecular de
331,34. A ciprofloxacina apresenta meia-vida plasmatica de 3,5 a 4,5 horas, sendo
que 70% da dose injetada é eliminada dentro de 24 horas. A ciprofloxacina € uma
fluoroquinolona (Figura 4), agente antimicrobiano, que impede a divisdo da bactéria
ligando-se a DNA-girase, levando ao rompimento das mesmas. O DNA é formado
por duas cadeias de nucleotideos em espiral. Este espiralamento é controlado por
acao da enzima DNA-girase ou topoisomerase |Il. Esta enzima, por ocasido da
divisdo celular, provoca uma incisdao nas cadeias do DNA separando-as para a
replicagdo (BRITTON et al., 1997; PHYSICIANS, 2000; TAVARES, 2002).

M
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Figura 4. Estrutura quimica da ciprofloxacina

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que a ciprofloxacina marcada com

tecnécio-99m (Infecton) liga-se com uma grande variedade de bactérias Gram-
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positiva e Gram-negativa e ndo € captado por neutréfilos ou macréfagos presentes
no foco de infeccdo (VINJAMURI et al., 1996; HALL et al., 1998).

As imagens geradas com o emprego do 9MTc-Infecton mostraram alta captagado
fisioldgica pelos rins e moderada captacao pelo figado e bagco. Nao houve captagao
pela medula Ossea, ossos, musculos ou tecidos moles. Imagens recentes,
realizadas 1 hora apods a inje¢cao do 9MTc-Infecton, mostraram alta atividade no pool
sanguineo que diminuiu com as imagens tardias. A vesicula biliar pode ser
ocasionalmente vista e alguma atividade no intestino pode ocorrer em imagens
tardias (HALL et al., 1998).

Varios estudos clinicos tém mostrado alta precisdo do 9MTc-Infecton em infeccoes
bacterianas. Britton et al. (1997) avaliaram 61 pacientes com suspeita de infecgédo
esquelética. As imagens foram realizadas 1 e 4 horas apds a inje¢gdo. Amostras
microbioldgicas da lesdo foram coletadas para definir o diagndstico de infecgéo.
Imagens utilizando leucécitos marcados com tecnécio-99m também foram
realizadas em alguns pacientes. As imagens com **"Tc-Infecton mostraram um
aumento de atividade ao redor da periferia do abscesso, o qual continha bactéria
viva. As imagens com %°™Tc-leucocitos-HMPAO mostraram uma captagao focal. O
9MTc-Infecton registrou uma sensibilidade de 89%, especificidade de 91% e

acuracia de 90%.

O ¥™Tc-Infecton apresenta a vantagem de ndo manipular o sangue e também pelo
fato de apresentar uma estabilidade de marcacéo de 8 horas. Deve-se considerar
também que o emprego de 99MTc-Infecton independe do estado clinico do paciente,
podendo ser usado até em casos de leucopenia ao contrario dos leucécitos
marcados. O **™Tc-Infecton pode ser usado na deteccado de infecgdes das partes
espinhais e proximais dos membros, pois ndo € captado pela medula 6ssea, em
contraste com outros agentes de uso corrente na clinica. Esta caracteristica pode

ser muito util na avaliagdo de préteses ortopédicas (SONMEZOGLU et al., 2001).

Yapar et al. (2001) comparando %™Tc-Infecton com %Ga e %™Tc-MDP
(metilenodifosfonato), em 22 pacientes com suspeita de infeccao ortopédica,

mostraram que o *™Tc-Infecton apresentou sensibilidade, especificidade e acuracia
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de 85%, 92% e 88%, respectivamente. Por outro lado, os resultados obtidos com
9MTc-MDP/%’Ga-Citrato apresentaram sensibilidade, especificidade e acuracia de
78%, 100% e 90%, respectivamente. As imagens foram realizadas com 1 e 4 horas

apos a injecao.

Sonmezoglu et al. (2001) avaliaram 56 sitios, com suspeita de infec¢des
ortopédicas crénicas, utilizando *"Tc-Infecton e *™Tc-HMPAO-leucdcitos. Analises
bioquimicas, técnicas radioldgicas, dados clinicos e microbiolégicos contribuiram
para determinar a presenca ou auséncia de infeccdo. As imagens cintilograficas
foram realizadas com 1 e 4 horas apds a injegdo. Os resultados com 9MTc-Infecton
foram os seguintes: 30 verdadeiro-positivos (VP), 4 falso-positivos (FP), 20
verdadeiro-negativos (VN) e 2 falso-negativos (FN). Os resultados com
9MTc-HMPAO-leucécitos foram 20, 1, 23 e 12, respectivamente. Os valores com
9mTc-Infecton mostraram uma sensibilidade de 94%, uma especificidade de 83% e
acuracia de 89%, enquanto que, as imagens com 9MTc-HMPAO-leucécitos
apresentaram 63%, 96% e 77%, respectivamente. Diferengas entre os dois agentes
foram estatisticamente significativas. Houve concordéncia entre as imagens do

9MTc-HMPAO-Leucécitos *™Tc-Infecton em 43 dos 56 sitios de infeccdo (77%).

Larikka et al. (2002,) compararam as imagens do **"Tc-Infecton com
9MTc-HMPAO-leucécitos e com imagens dsseas trifasicas do *™Tc-HDP
(hidroximetilenodifosfonato). Trinta pacientes sintomaticos com suspeita de infecgéo
de protese de quadril foram investigados. Destes, apenas 08 foram confirmados
com infecgéo por andlises microbioldgicas e achados clinicos. Em 13 (59%) dos 22
pacientes nao portadores de infeccdo, imagens realizadas com 9MTc-Infecton
mostraram captag¢ao nao especifica nos tempos de 1 e 4 horas. Nas imagens de 24
horas, houve captacdo do 9MTc-Infecton apenas para 1 paciente dos 13
investigados. Os autores sugeriram que a ciprofloxacina por apresentar baixo peso
molecular, baixa taxa de ligacdo a proteina plasmatica (20-40%) e meia-vida
biolégica de 4,5 horas, poderia contribuir para maior interagéo deste antibiético com
outros fatores antes de se ligar com as bactérias. Desta forma, os pesquisadores
justificaram a captacao inespecifica observada nas imagens de 1 e 4 horas. As
imagens dos *"Tc-HMPAO-leucdcitos/**™Tc-HDP identificaram 5 dos 8 pacientes

infectados, ndo houve achados de falso-positivo.
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Larikka et al. (2002,) avaliaram o uso do %*™Tc-Infecton em 16 pacientes
sintomaticos com suspeita de infeccdo de protese de joelho. As imagens foram
obtidas 1, 4 e 24 horas apds a injecao do antibiético. Os resultados mostraram uma
sensibilidade de 86%, especificidade de 78%, valores preditivos positivos de 75%,
valores preditivos negativos de 88% e acuracia de 81%. Os autores observaram
uma captacgao inespecifica em focos néo infecciosos, em imagens de 5 pacientes
obtidas 1 e 4 horas apds a inje¢cdo do 9MTc-Infecton. Realizando imagens de 24
horas esta captacdo desaparecia. Em outros dois pacientes a captacédo do *™Tc-
Infecton manteve-se positiva em todos os tempos investigados. Em 07 pacientes
com infeccao confirmada (analises microbiolégicas) apenas 04 apresentaram

imagens positivas para os trés tempos investigados.

Sarda et al. (2003) avaliaram 27 pacientes com suspeita de infecgdo osteoarticular
e doencas osteoarticulares assépticas, utilizando 9MT e Infecton. Dados clinicos,
analises histologicas e avaliagdes radioldgicas auxiliaram no diagnostico. As
imagens cintilograficas foram realizadas 1, 4 e 24 horas apds a injegdo. Os
resultados mostraram 11 verdadeiro-positivos (VP), 2 verdadeiro-negativos (VN) e 3
falso-positivos (FP) no grupo com infecgdo osteoarticular. A sensibilidade e
especificidade foram de 100% e 40%, respectivamente. No grupo de pacientes que
ndo apresentaram infeccdo os resultados foram: 4 verdadeiro-negativos (VN) e 7
falso-positivos (FP). Os pesquisadores concluiram que a captagéo do 99MTc-Infecton
nao foi capaz de diferenciar doencas osteoarticulares sépticas de assépticas. Em
virtude desses resultados existe por parte da comunidade cientifica alguma
resisténcia em utilizar o **™Tc-Infecton como agente de diagnodstico de infecgao
(DUMAREY et al., 2002; PALESTRO et al.,, 2006). Uma nova proposta seria a

utilizacao da ceftizoxima marcada com tecnécio-99m.

Ceftizoxima

A ceftizoxima (CFT) é uma cefalosporina de terceira geragao de amplo espectro,
com atividade e estabilidade as beta-lactamases (penicilinases e cefalosporinases).
A ceftizoxima foi sintetizada pelo Laboratério Fujisawa, Japao, sendo introduzida
por Kamimura et al. (1979) sob a sigla FK-749 e possui peso molecular de 382,40.

E apresentada sob a forma de ceftizoxima sédica (Cefizox®) contendo 1000 mg e
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2000 mg de ceftizoxima, sendo administrada por via intramuscular ou intravenosa.
Apresenta meia-vida plasmatica de 1,7 horas, sendo eliminada quase totalmente
dentro de 24 horas apds a administracdo. E indicada em infecgbes respiratorias,
urindrias, ginecoldgicas, cavidade abdominal (trato gastrointestinal, peritonites e
vias biliares), osteoarticulares, da pele e dos tecidos moles. E contra-indicada em
pacientes que apresentam hipersensibilidade as cefalosporinas e penicilinas
(PHYSICIANS, 2000; TAVARES, 2002; SWEETMAN, 2005).

A parede celular das bactérias é responsavel pela rigidez, manutencdo da
hipertonicidade do meio interno e divisdo binaria. O constituinte fundamental da
estrutura desta parede é o peptidoglicano que é um polimero mucocomplexo rigido.
Substancias que interferem na sintese deste elemento causardao um efeito
destrutivo sobre a bactéria. A ceftizoxima se une a parede celular bacteriana
inibindo a sintese de peptidoglicano e, conseqientemente, inibindo a sintese da
parede celular levando a morte bacteriana (TAVARES, 2002).

A ceftizoxima é sensivel a luz, soluvel em agua e estavel a altas temperaturas. Apds
administragdo a excregdo ocorre por filtragdo glomerular e secreg¢ao tubular
(SWEETMAN, 2005). Este antibittico possui varios grupos funcionais (doadores de
elétrons) tais como amida, amina e sulfetos, o que permite a ligagdo com atomos de

tecnécio-99m (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura quimica da ceftizoxima

Gomes Barreto et al. (2000) marcaram pela primeira vez a ceftizoxima com *™Tc
(**™Tc-CFT) e obtiveram um rendimento de marcagdo de 94,9%+2.4 com

estabilidade de 6 horas. A atividade bioloégica da 9MTc-ceftizoxima foi atenuada em
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17% quando comparada com a ceftizoxima ndo marcada. Estudos de
biodistribuicao da 9MTC-CFT mostraram eliminagao renal importante e captagao
deste agente em foco de infecgao por E. coli em musculo da coxa de ratos (GOMES
BARRETO et al., 2005).

Recentemente, quinolonas como esparfloxacina e enroflaxacina foram marcadas
com ®™Tc. Entretanto, o potencial da *™Tc-Esparfloxacina na pratica clinica é
incerto, devido aos efeitos cardiotoxicos desta nova quinolona. Por outro lado,
estudos in vitro realizados com enroflaxacina nao mostraram uma ligagao
preferencial deste farmaco com bactérias vivas. Observou-se também que a
enroflaxacina ndo apresentou a capacidade de discriminar abscessos infecciosos
de inflamatoérios em ratos (WAREHAM et al., 2005).

2.5 O papel da Medicina Nuclear no diagnéstico de inflamagao/infeccao no

sistema osteoarticular

Os principais exames utilizados para o diagndstico das osteomielites compreendem
a radiografia simples, a cintilografia trifasica dssea (fase arterial, tissular e éssea),
cintilografia com %’ Ga-Citrato e *™Tc-HMPAO-leucécitos (EL-MAGHRABY et al.,
2006; PALESTRO et al.,, 2007,). A especificidade da avaliagao radioldgica é
reduzida na presenca de alteracdes prévias do 0sso. Relatos da literatura mostram
que a radiologia convencional apresenta uma sensibilidade em torno de 60% e uma
especificidade proxima de 70%, para osteomielites aguda e crénica. Além disto, a
destruicdo ossea pela osteomielite pode ndo ser observada até a segunda semana
apos o inicio da infeccao (SAPIENZA et al., 2000). Entre os exames de medicina
nuclear, a cintilografia 6ssea utilizando metilenodifosfonato (MDP) marcado com
tecnécio-99m é o método de escolha no diagnostico de osteomielite aguda, em
pacientes sem doenga Ossea prévia e com o0sso radiologicamente normal, assim
como na avaliagao de infecgédo de prétese de joelho e quadril (CORSTENS e VAN
DER MEER, 1999). A captagao dos difosfonatos na cintilografia 6éssea deve-se
principalmente a adsorgéo destes pela superficie de cristais no componente mineral
6sseo. Desta forma, como a osteomielite é caracterizada por aumento da

remodelacédo éssea, o diagnostico é realizado pela hipercaptagdo do radiofarmaco
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(**"Tc-MDP) no local. E uma técnica com alta sensibilidade (90%), mas pouco
especifica (18 a 25%), portanto, insuficiente para confirmar o diagndstico de
osteomielite em algumas situagdes clinicas. Muitas vezes nao é possivel diferenciar
a osteomielite das infeccbes de partes moles, gota, doengas articulares
degenerativas, alteragcdes pos-operatorias, fraturas anteriores, reagdes inflamatérias
nao infecciosas e fraturas de estresse. Em muitos casos, a cintilografia éssea é
positiva apesar da auséncia de comprometimento ésseo ou articular (ARIAS e
FARTO, 2005).

Nos casos de osteomielite crénica ou osteomielite aguda em osso com lesdes
prévias, a imagem com auséncia de captacdo de radioatividade descarta um
processo infeccioso, enquanto que a imagem positiva (com captagcdo de
radioatividade) indica a persisténcia da lesdo e obriga a realizar outras provas com
a finalidade de obter diagndsticos mais seguros. Nestes casos, ha necessidade de
realizar imagens com nanocoldides marcados com tecnécio-99m. Quando a
suspeita se concentra na coluna vertebral € indicada também uma cintilografia com
®’Ga-Citrato, mas este radiotracador também n&o permite diferenciar processos
inflamatdrios de infecciosos. O ®’Ga-Citrato apresenta uma especificidade de 73%,
portanto, bem superior ao *™Tc-MDP. Nestes casos, os leucdcitos marcados com
tecnécio-99m tém sido utilizados nos paises desenvolvidos como "padrao ouro"
para o diagndstico de infecgao no tecido 6sseo (VINJAMURI et al., 1996; WEINER e
THAKUR, 1999).

Farto (2001) realizou um estudo na Espanha, no ano de 1999, em 89 Centros de
Medicina Nuclear. O pesquisador verificou que 70,92% das cintilografias realizadas
foram para descartar um processo infeccioso e 29,07% para descartar processos
inflamatdrios. Dentre os processos infecciosos a principal indicagao foi infecgéo de
protese Ossea seguida de osteomielite. O radiofarmaco mais freqlientemente

utilizado foi 0 *™Tc-HMPAO-leucdcitos.

Wolf et al. (2001) avaliaram 324 pacientes, com suspeita de osteomielites (aguda,
cronica e subaguda). Os métodos de diagndstico utilizados foram cintilografia éssea
com ®"Tc-MDP e ®™Tc-HMPAO-leucdcitos. A infeccdo foi confirmada com base

nos achados cirlirgicos, bacterioldgicos e histolégicos. Os *™Tc-HMPAO-leucdcitos
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apresentaram uma sensibilidade e especificidade de 97,7% e 96,8%,

respectivamente.

Larikka et al. (2001) estudaram 30 pacientes sintomaticos que haviam sido
submetidos a cirurgia de protese total de joelho. Os métodos de diagndstico
utilizados foram cintilografia 6ssea com *™Tc-HDP e %*™Tc-HMPAO-Leucdcitos.
Dados clinicos e analises microbiologicas contribuiram para determinar a presenca
ou auséncia de infecgdo. As imagens dos leucécitos marcados foram realizadas
com 2, 4 e 24 horas apos a injegcao. Os resultados das imagens de 2 e 4 horas
mostraram uma sensibilidade e especificidade de 87,5% e 77%, respectivamente.
As imagens de 24 horas apresentaram uma sensibilidade de 100% e especificidade
de 82%.Todas as imagens Osseas utilizando o MTc-HDP apresentaram alta

sensibilidade de 100% e baixa especificidade variando de 5% a 23%.

Wolf et al. (2003) avaliaram 67 pacientes, com suspeita de infecgdes de protese de
quadril, joelho e ombro. Os pesquisadores utilizaram os 9MTc-HMPAO-leucdcitos e
cintilografia 6ssea com 9MTe-MDP. O diagnéstico de infecgao foi confirmado pelos
achados clinicos, analises microbiolégicas e bidpsia. Os resultados mostraram
valores verdadeiro-positivos de 43%, falso-positivo 0%, verdadeiro-negativos de
23% e falso-negativo de 1%. Somente 23 pacientes apresentaram cintilografia
6ssea anormal, das quais apenas 14 apresentaram captagao positiva com os

leucocitos marcados.

Simonsen et al. (2007) fazendo um estudo retrospectivo de 76 casos com suspeita
clinica de infeccdo de protese de quadril, utilizando leucécitos marcados com
9MTc-HMPAO e com '"In-Oxina e imagens cintilograficas obtidas com 1, 3 e 22
horas apds a injecao, verificaram 51 casos negativos e 25 positivos. Os resultados
mostraram 81% dos casos verdadeiro-positivos, 94% verdadeiro-negativos, 6%
falso-positivos e 19% falso-negativos. A infeccdo foi confirmada por cultura
bacteriologica e achados histopatolégicos, resultando em sensibilidade de 81%,

especificidade de 94% e acuracia de 90%.
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Palestro (2007,) reafirma que as imagens cintilograficas obtidas com leucdcitos
marcados permanecem como padrdo ouro para a maioria das infeccdes em
individuos imunocompetentes, mesmo considerando as limitagbes da técnica

utilizada na preparagao dos leucdcitos radiomarcados.

Entretanto, todos estes procedimentos descritos acima ndo sao capazes de fazer
um diagnostico diferencial entre inflamacgao asséptica e séptica no sistema 6sseo.
Outra grande dificuldade também é distinguir um afrouxamento asséptico de
infeccdo, em prétese de joelho e quadril. Portanto, o uso de antibiético
radiomarcado podera trazer informagdes valiosas no sentido de contribuir para a

elucidagao destes casos.
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3 JUSTIFICATIVA

Nos paises subdesenvolvidos, as doencas infecciosas constituem a primeira causa
de morte e séo responsaveis pelas freqlentes consultas médicas. Pelos dados da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) ocorrem a cada ano 17 milhdes de obitos, os
quais poderiam ser evitados com o diagndstico precoce e tratamento eficaz
(ZABRANSKY, 1997). Por esta razdo, ha uma busca constante de métodos
sensiveis e especificos que contribuam no diagndéstico dessas doengas com a maior

precocidade possivel.

As respostas do organismo aos processos de inflamagao/infeccdo sao muito
similares. Por esta razdo, a sua distincdo é muito importante na conduta
terapéutica, uma vez que o tratamento é diferenciado. Uma precoce diferenciacao
destes processos permitira o tratamento adequado, contribuindo para maior eficacia
do tratamento. As técnicas de imagens como a tomografia computadorizada (TC),
ressonancia nuclear magnética (RNM) e ultra-sonografia (US) baseiam-se em
mudancgas anatbmicas, estas por muitas vezes discretas para serem detectadas nos
estagios iniciais de um processo de inflamagao/infeccdo (BOERMAN et al., 2001).
Por outro lado, as cintilografias se baseiam em alteragées fisioldgicas e bioquimicas
permitindo o diagndstico precoce das doengas com uma Unica exploragdo néo

invasiva.

Atualmente, os leucécitos autélogos marcados com 9MT¢ sdo considerados padrao
ouro no diagnodstico de inflamacgao/infeccdo. Entretanto, este método requer a
manipulacdo de sangue potencialmente contaminado podendo levar a transmissao
de varias doengas tais como hepatite, sindrome de imunodeficiéncia adquirida,
entre outras. Além disto, a preparacdo ¢é laboriosa, necessita de pessoal
especializado e requer aproximadamente 3 horas para o preparo dos leucdcitos.
Outro aspecto que também deve ser considerado é que os leucécitos marcados nao
sdo capazes de distinguir inflamacao asséptica de séptica. O desenvolvimento de
novos radiofarmacos que nao necessitem do manuseio de sangue e que possam
diferenciar processos inflamatdrios de infecciosos, apresentando alta sensibilidade

e especificidade tem sido objeto de recentes pesquisas. Neste contexto, uma
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perspectiva nova € o emprego de antibidticos radiomarcados. Atualmente, o
emprego de antibidticos radiomarcados (**™Tc-Infecton) se restringe a alguns
Centros de Pesquisa da Europa. Entretanto, os resultados obtidos tém sido
contraditérios, pouco reprodutivos, o que tem gerado por parte da comunidade
cientifica resisténcia em aceita-lo como um agente de diagnoéstico confiavel. Isto,
possivelmente, deve-se ao fato de que alguns trabalhos tém relatado uma captacéao
inespecifica do *™Tc-Infecton em focos inflamatdrios, comprovadamente
assépticos. A ceftizoxima apresenta meia-vida plasmatica de 1,7 horas, enquanto
que o 9MTc-Infecton apresenta um tempo de meia-vida de 4,5 horas. Ao contrario
do ®™Tc-Infecton, a ceftizoxima apresenta uma depuracdo mais rapida do
organismo, o que diminui o pool circulante facilitando a captagdo especifica pelo
foco infeccioso, em detrimento da nao especifica. Portanto, considerando os
critérios para a obtencdo de um radiofarmaco ideal, pode-se dizer que a ceftizoxima

atende melhor as caracteristicas exigidas para este fim.

4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade da ceftizoxima marcada com tecnécio-99m de identificar focos
inflamatdrios e infecciosos e, também, de diferenciar processos inflamatorios

assépticos de sépticos em modelos experimentais em ratos.
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5 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Dentro dos padrdes de qualidade, prescritos na literatura para os radiofarmacos,

realizar o procedimento de marcacao da ceftizoxima com tecnécio-99m;

- Por meio de imagens cintilograficas, obtidas apds a inje¢cao intravenosa da
9mTc_ceftizoxima, identificar focos inflamatorios assépticos e sépticos e, também,

investigar a biodistribuicdo do antibidtico radiomarcado;

- Analisar quantitativamente as imagens cintilograficas, por meio da determinagao
da contagem de radioatividade nas regides de interesse (ROI), obtendo valores da
relacdo alvo/ndo alvo para os processos inflamatérios/infecciosos induzidos no

musculo da coxa e tibia de ratos.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Material
6.1.1 Reagentes

A ceftizoxima (Cefizox® 1000 IV) foi obtida pelo Laboratério Smith Kline & French
S.A. O ditionito de Sdédio foi adquirido da Merck (Alemanha) e o zimosan da Sigma
Chemical Company (EUA). O tecnécio-99m foi obtido de um gerador de
molibdénio-99 (IPEN/Brasil). Os solventes utilizados foram de grau analitico e as
demais substancias quimicas disponiveis foram de grau reagente e foram utilizadas

sem purificagao adicional.




48

6.2 Métodos

6.2.1 Preparacgao dos reagentes

Foram preparadas 02 (duas) solugdes:

Solugao A - 62,5 mg da ceftizoxima comercial (Cefizox® 1000 1V) foram diluidos em
25 mL de salina estéril (2,5 mg/mL). Solugédo B - 150,00 mg do agente redutor
ditionito de sdédio (Na;S,04) foram diluidos em 25 mL de uma solugdo de
bicarbonato de sodio 0,5%, p/v (6,0 mg/mL). O conteudo da solugdo B foi
incorporado na solugdo A e o pH foi ajustado para 7. Em seguida, a solugao foi
fitrada em membrana de éster de celulose de 0,22 um (Millipore, EUA). Aliquotas
de 1,0 mL foram fracionadas em frascos de vidro e congeladas em nitrogénio
liquido. Ap6s o congelamento, as aliquotas foram liofilizadas (Termo ModulyoD 115,
EUA) por um ciclo de 18 horas e os frascos fechados a vacuo. Todo este
procedimento foi realizado dentro de uma sala asséptica (classe 10.000) equipada
com capela de fluxo laminar, classe 100 (Veco VLFS12 - Brasil) e unidade de
ventilagao (Veco UV600 - Brasil). Em seguida, as amostras foram acondicionadas
em freezer -25°C e -70°C (Nuare 6382, EUA).

6.2.2 Procedimento de Marcacao:

Os reagentes liofilizados, citados anteriormente, foram reconstituidos com 1,0 mL
de uma solucdo de pertecnetato de sédio (NagngcO4'), contendo uma atividade que
variou de 37 a 370 MBqg. O pH foi ajustado para 7 e, em seguida, a solugéo foi
incubada por 10 min, em banho fervente (100°C) e, posteriormente, foi resfriada em
agua corrente por 5 min. Apés o resfriamento, a solugao foi filtrada em membrana
de éster de celulose de 0,22 um e recolhida em um frasco a vacuo (DINIZ et al.,
2005). Finalizado o procedimento de marcagao, a 99MTc-ceftizoxima foi submetida a

uma série de controles.
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6.2.3 Pureza Radioquimica (PR):

Para a determinagdo da PR foram utilizados dois sistemas de cromatografia em
camada delgada (CCD), com silica gel (SG), como descrito a seguir (DINIZ et al.,
2005).

1- Cromatografia ascendente: suporte CCD-SG60/solvente salina

Aliquotas de 3,0 uL do antibiético marcado foi aplicado no segmento 3 de uma tira
de CCD (10 cm x 1 cm) (Merck, Alemanha) e colocado em uma cuba
cromatografica contendo solugcdo salina como solvente. Com este método foi
determinado o percentual de radioatividade relativa ao 9MT¢ hidrolisado (TcOy) que
permaneceu no ponto de aplicagao. A ceftizoxima marcada com 9mMTe migrou para

a parte superior da fita.

2- Cromatografia ascendente: suporte CCD-SG60/solvente metiletilcetona (MEC)
Aliquotas de 3,0 pL do antibiético marcado foi aplicado, como citado anteriormente,
em seguida a tira de CCD foi colocada em uma cuba contendo a metiletilcetona
como solvente. Desta forma, foi determinado o percentual de radioatividade relativo
ao tecnécio livre (*™TcO4), que migrou para a parte superior da fita. A ceftizoxima
marcada com tecnécio-99m permaneceu no ponto de aplicacdo. A radioatividade
das cromatografias foi contada em um calibrador de dose (Capintec CRC.15R,
EUA). A PR foi determinada da seguinte forma:

atividade da **™Tc-CFT (uCi)
% PR=

atividade total pCi (**™TcO;, + " TcO, + **™Tc-CFT)

6.2.4 Estabilidade de marcagao

Ap6s a marcacdo da ceftizoxima com *™Tc (**"Tc-CFT), a estabilidade de
marcacao do antibiético foi avaliada pela determinacéo da PR nos tempos de 1,2 e

6 horas ap6s a marcagéo (n=5).
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6.2.5 Estabilidade dos reagentes liofilizados apés acondicionamento em

freezer

A estabilidade dos reagentes liofilizados foi avaliada pela determinagdo da Pureza
radioquimica (PR) nos tempos de 14, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias apds o
acondicionamento em freezer a -25°C e -70°C (n=5).

6.2.6 Ensaio de ligagao in vitro da **™Tc-CFT com S. aureus

A ceftizoxima marcada (370 MBq) foi incubado a 37°C, sob agitacdo, por 20
minutos com S. aureus (108 UFC/0,2 mL). A suspenséao foi filtrada por meio de um
suporte contendo uma membrana de éster de celulose de 0,22 um (Millipore, EUA).
O filtrado foi recolhido em um frasco a vacuo. O sistema de filtro (suporte +
membrana) foi entdo lavado com 2,5 mL de salina estéril, sendo que este volume foi
também recolhido no mesmo frasco que continha o filtrado. Em seguida, o filtrado e
o sistema de filtro foram contados separadamente em um calibrador de dose
(Capintec CRC.15R, EUA). O percentual de ligagédo do antibiético marcado com o S.

aureus foi determinado pela seguinte equacgao:

atividade do sistema de filtro (uCi)

% ligagao = x 100
> atividade do sistema de filtro (uCi) + atividade filtrado (uCi)

Este mesmo procedimento foi realizado também com os radiofarmacos 9MTcfitato
de sodio e o ®"Tc-DTPA (acido dietilenotriaminopentacético), de acordo com
procedimento descrito por TSOPELAS et al. 2003.

6.2.7 Atividade biol6gica
A atividade antimicrobiana do antibiético foi determinada, conforme descrito por

Gomes Barreto et al. (2000), pelo método de difusdo de discos em placas de agar,

impregnado com as seguintes cepas de bactérias, gentilmente fornecidas pelo
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Laboratério de Controle Biolégico da Faculdade de Farmacia/lUFMG:
Staphylococcus aureus — ATCC 6538-P (Gram-positiva) e Escherichia coli — ATCC
8739 (Gram-negativa).

Para cada placa de petri foram utilizados 03 discos:

Disco 1 - 25 pg/10uL de *™Tc-ceftizoxima;

Disco 2 - 25 pug/10ulL de ceftizoxima original;

Disco 3 - 25 ug/10uL de ceftizoxima + reagentes da reagcdo de marcagdo com

auséncia do tecnécio-99m.

A atividade bioldgica foi avaliada pela medida do didmetro dos halos de inibicao

(mm) obtidos nas placas apds 24 horas de incubagao a 37°C.

6.2.8 Determinacao do percentual de ligagao da 9MTc-CFT com as proteinas

plasmaticas

Uma amostra de sangue (3,0 mL) de ratos foi incubada, por 60 minutos, a
temperatura ambiente com 1,0 mL do antibiético marcado com *™Tc (370 MBq).
Apds a incubacdo esta preparacao foi centrifugada em 740 g por 10 minutos
(Centrifuga BABY Il - 206R, FANEM, Brasil) e o plasma (P) e as células sanglineas
(CS) foram separados. Aliquotas de 20 uL do P foram precipitadas com 1,0 mL de
solugdo de &cido tricloroacético a 5% (p/v). A fragdo soluvel (FS) e a fragéo
insoluvel (FI) do plasma foram separadas (OLIVEIRA et al., 2000). Em seguida, as
fragbes foram contadas em um calibrador de dose (Capintec CRC.15R, EUA). A
porcentagem da radioatividade presente na fracado insolivel do plasma (FI-P) foi

calculada pela seguinte equacao:

Atividade FI-P (4Ci)

% radioatividade na FI-P= x 100
Atividade FI-P + Atividade FS-P (uCi)
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6.2.9 Experimentagao animal

Os ratos machos Wistar foram fornecidos pelo biotério da Faculdade de Farmacia
da UFMG e mantidos no laboratério de Radioisétopos da Faculdade de
Farmacia/lUFMG durante os experimentos, tendo livre acesso a agua e racéo.
Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica para Experimentacéo
Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais e estando de acordo
com o guia para o cuidado e uso de animais de laboratério recomendado pelo

Institute of Laboratory Animal Resources.

6.2.9.1 Estudos de biodistribuigcao

Foram utilizados ratos machos, linhagem Wistar, pesando entre 230-250 gramas
(Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Minas Gerais). Aliquotas de 0,1
mL de ®™Tc-CFT (3,7 MBq) foram injetadas na veia da cauda dos animais. Apds os
tempos de 1, 2 e 6 horas, os animais foram sacrificados e o figado, bago, estdbmago,
rins e pulmdes foram retirados, pesados e a radioatividade foi determinada em um
contador de pogo (ANSR - Abbout, EUA). Os resultados foram expressos como
porcentagem de atividade por grama de tecido (%cpm/g), determinados pela
seguinte equagao:

cpm/g érgéo
% cpm/g= x 100
> cpm/g dos érgéos

6.2.9.2 Modelo de inflamagao asséptico/séptico no musculo da coxa de ratos

Foram utilizados em todos os experimentos ratos machos, linhagem Wistar,
pesando entre 230-250 gramas (Faculdade de Farmacia da Universidade Federal
de Minas Gerais). Durante os procedimentos, os animais foram anestesiados com
uma mistura de xilazina (5 mg/Kg) e cetamina (40 mg/Kg) por injegao intraperitoneal

e as coxas foram desinfetadas com uma solucao de iodo a 1% (p/v).
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A inducao do processo inflamatério asséptico foi realizada pela inje¢ao direta de 0,2
mL de zimosan 5% (p/v) no musculo da coxa esquerda dos animais (n=5), enquanto
que, no musculo da coxa direita foram injetados 0,2 mL de salina estéril, que foi
utiizado como controle (GOMES BARRETO et al, 2005). Os processos
inflamatdrios sépticos foram induzidos pela injecéao direta (0,2 mL) de E. coli (ATCC
10536) e S. aureus (ATCC 6538-P) em grupos distintos de animais. Aliquotas
contendo 10® unidades formadoras de coldnias (UFC) foram injetadas no musculo
da coxa esquerda dos ratos (n=5). No musculo da coxa direita foram injetados 0,2

mL de salina estéril, como controle (DINIZ et al., 2005).

6.2.9.3 Modelo de inflamagao asséptico/séptico na tibia de ratos

Os animais foram anestesiados e preparados conforme descricdo no item anterior.
O foco inflamatério asséptico foi induzido pela inoculacdo direta de 0,2 mL de
zimosan 5% (p/v), Saccharomyces cerevisiae, dentro da cavidade medular da tibia
esquerda (n=5). A osteomielite (foco séptico) foi induzida pela inoculagao direta de
0,2 mL de S. aureus (ATCC 6538-P) dentro da cavidade medular da tibia esquerda
sem esclerosantes (n=5). No animais do grupo controle (n=5), 0,2 mL de salina
estéril foi injetada dentro da cavidade medular da tibia esquerda (GRATZ et al.,
2001).

6.2.9.4 Estudos histopatolégicos
Modelo de inflamagéao asséptico/séptico no musculo da coxa

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e amostras dos musculos
das coxas esquerdas foram coletadas e fixadas em formalina a 10% (v/v),
desidratados em solugdes crescentes de alcool, embebidos e incluidos em parafina.
Secgdes histologicas de S5um foram coradas pela hematoxilina-eosina (H&E) e

analisadas por microscopia éptica (Olympus AX70 microscope, Alemanha).
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Modelo de inflamagéao asséptico/séptico na tibia

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e toda a tibia esquerda foi
retirada e fixada em formalina 10% (v/v) seguida de desmineralizagdo em solugéo
de acido formico 10%, em pH 4,5, sob vacuo moderado por 14 dias. O tempo de
desmineralizacao foi controlado por raios-X. Apdés a desmineralizacdo, a tibia foi
seccionada longitudinalmente, lavada em agua corrente por 24 horas, desidratada
em solugdes crescentes de alcool e embebida em parafina. Secg¢des histoldgicas de
5um foram coradas pela hematoxilina-eosina (H&E) e analisadas por microscopia
optica (Olympus AX70 microscope, Alemanha). As amostras histoldgicas foram

obtidas de todos os animais.
6.2.9.5 Imagens cintilograficas

Imagens cintilograficas dos animais com focos inflamatérios

asséptico/séptico no misculo da coxa

Ap6s 24 horas da indugdo dos focos assépticos e sépticos, 0,1 mL da *"Tc-CFT
(837 MBq) foi injetada na veia da cauda dos animais. As imagens estaticas planares
de 0,5; 1; 2 e 6 horas ap0s a injecao foram adquiridas na posi¢gao anterior em uma
gama-camara (Vertex Plus, Adac Laboratérios, Holanda) equipada com um
colimador de baixa energia. Foram obtidas imagens estaticas planares (5 minutos)
usando uma matriz 64X64 pixels. As imagens foram analisadas determinado-se a
radioatividade nas regides de interesse (ROIs) pelo delineamento em torno da area

inflamadal/infectada (alvo) e da area contralateral (ndo alvo), Figura 7.

Em outro grupo de animais, 24 horas apds a induc¢ao do foco de E. coli, aliquota de
0,1 mL contendo o radiofarmaco **™Tc-fitato de sddio (37 MBq) foi injetada na veia
da cauda dos animais. As imagens estéaticas planares também foram adquiridas nos

tempos de 0,5; 1; 2 e 6 horas e 0 mesmo procedimento foi realizado.
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Imagens cintilograficas dos animais com focos inflamatérios

asséptico/séptico na tibia

Ap6s 48 horas da indugdo dos focos assépticos e sépticos, 55 MBq da *™Tc-CFT
(0,1 mL) foram injetados na veia da cauda dos animais (n = 5). Nos tempos de 1, 2,
4 e 6 horas apos a inje¢do os animais foram anestesiados com uma mistura de
xilazina (7,5 mg/Kg) e cetamina (60 mg/Kg) , colocados em decubito dorsal sob uma
gama-camara equipada com um colimador de baixa energia. Foram obtidas
imagens estaticas planares (5 minutos) usando uma matriz de 256X256 pixels
(Nuclide™ TH 22, Mediso, Hungria, Figura 6). As imagens foram analisadas
determinado-se a radioatividade nas regides de interesse (ROIs) pelo delineamento
em torno da tibia esquerda infectada/inflamada (alvo). Estes ROIS foram
automaticamente copiados para a tibia direita contralateral (ndo alvo). A relagao
alvo/nao alvo foi calculada usando a contagem total. O mesmo procedimento foi

realizado com os animais inoculados com salina estéril.

Figura 6. Gama-camara para animais Figura 7. Regides de Interesse (ROIs)
Fonte: Lab. de Radioisétopos/UFMG

6.2.10 Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + desvio padrao (d.p.). Os
dados foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) one-way
e corrigidos pelo teste de comparacdo multipla de Tukey usando o programa Prism

4 (GraphPad Software, Inc., EUA) Para todas as analises adotou-se o intervalo de
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confianca de 95%, sendo que as diferencas foram consideradas estatisticamente

significaticas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p < 0,05).

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Pureza Radioquimica (PR)

Os dados da Tabela 1 mostram um percentual médio de pureza radioquimica da
CFT marcada com tecnécio-99m da ordem de 94% e, consequentemente, um teor
aproximado de 6% de impurezas radioquimicas. Gomes Barreto et al. (2000)
trabalhando com uma solucao de ceftizoxima, preparada no momento da marcacgao,
obtiveram resultados semelhantes cujos valores variaram de 90,5 a 95,8%. A
pureza radioquimica tem como finalidade determinar o percentual de atomos
radioativos (99”‘Tc), presente na reacdo, que efetivamente incorporaram nas
moléculas do antibidtico (ceftizoxima). No processo de marcagado, impurezas
radioquimicas podem ser formadas devido a degradagéo do produto por radidlise,
presenca de oxigénio, mudancas de pH, temperatura e exposicdo a luz. As
principais impurezas sdo o tecnécio-99m livre (*™TcO4) e o tecnécio-99m coloidal
ou hidrolisado (TcO;). A presenca destas impurezas € indesejavel ja que
apresentam uma cinética diferente do radiofarmaco, dificultando a interpretacao das
imagens e expondo o paciente a uma dose de radiacao desnecessaria (SAMPSON,
1996). De acordo com a literatura o teor de pureza radioquimica aceitavel para um
radiofarmaco pode variar de 90 a 98% (THE UNITED, 2005). Desta forma, os dados
obtidos mostram que a pureza radioquimica da 9MTc-CFT encontra-se dentro dos
padrdes estabelecidos de qualidade e, portanto, atende a este requisito t&o

importante na preparagao dos radiofarmacos.
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Tabela 1. Percentual de pureza radioquimica da OMTC-CFT

Experimentos % marcagao

94,00
93,52
91,76
95,68
93,48
Média £ d.p. 93,68+1,40*

a A~ WO N -

*Os valores representam a média + d.p., n=5.

7.2 Estabilidade da *™Tc-ceftizoxima

A Tabela 2 mostra a estabilidade da ceftizoxima marcada com tecnécio-99m nos
tempos de 1, 2 e 6 horas apds a marcagao. Observa-se que, os resultados da PR
do antibiético marcado ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
nos diversos tempos investigados, independentemente das condi¢cbes prévias de
estocagem do antibiético liofilizado (-25°C e -70°C). Devido & manutengdo do
percentual de pureza radioquimica pode-se deduzir que existe estabilidade da
ligacdo dos atomos de tecnécio-99m com a estrutura quimica da ceftizoxima. Isto &
de fundamental importancia, pois sugere comportamento estavel da ligagéo entre os
atomos de tecnécio-99m e a estrutura do antibiético, consistindo em importante
premissa para o emprego deste radiotragador em estudos in vivo. Sabe-se pela
literatura que a estabilidade do composto marcado € um dos principais problemas

na quimica de marcagéao, devendo ser estavel in vitro e in vivo (SAHA, 1998).
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Tabela 2. Estabilidade da ®*™Tc-CFT

Tempo apds a marcagao Pureza Radioquimica (%)
(h)
Vacuo (-25°C) Vacuo (-70°C)
1 92,85+1,37 91,89+1,88
2 94,52+2,21 95,62+2,58
6 93,19+2,31 93,55+1,79

Os valores representam a média + d.p. (n=5). Nao foi observado diferenca
estatisticamente significativa entre os valores (Teste de Tukey, p < 0,05).

7.3 Avaliacao da estabilidade dos reagentes liofilizados, por meio da pureza

radioquimica, apés acondicionamento em freezer

Observa-se pela tabela 3 que, o tempo de acondicionamento e a temperatura de
estocagem nao interferiram estatisticamente no percentual de pureza radioquimica.
A temperatura de estocagem pode afetar a estabilidade dos radiofarmacos apoés a
marcacao, podendo gerar altos niveis de impurezas radioquimicas comprometendo
o diagnostico (SAMPSON, 1996). Desta forma, os dados obtidos mostram que a PR
da ®"Tc-CFT nao foi alterada apds o acondicionamento em freezer a -25°C e
-70°C, podendo ser acondicionada por um periodo de até 6 meses sem
comprometer a estabilidade do antibidtico. Esses dados abrem a perspectiva da
producdo, em escala, dos reagentes liofilizados com a finalidade de serem
utilizados nos exames de Medicina Nuclear. De uma maneira geral, os reagentes
utilizados para a obtencao dos radiofarmacos apresentam estabilidade em torno de
6 meses (INSTITUTO, 2008). Assim os dados obtidos sugerem que, os reagentes
preparados para a obtencao do radiofarmaco (gngc-CFT) atendem ao critério de

estabilidade.
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Tabela 3. Estabilidade dos reagentes liofilizados acondicionados em freezer a
-25°C e -70°C

Pureza Radioquimica (%)

Tempo de

acondicionamento

Vacuo (-25°C)

Vacuo (-70°C)

(dias)
14 91,45+1,34 91,55+1,56
30 90,15+2,59 90,10+2,32
60 91,63+1,99 94,75+2,89
90 92,32+1,97 93,05+0,59
120 93,52+0,89 92,99+0,71
150 93,67+1,15 93,96+3,65
180 95,90+0,15 93,13+1,86

Os valores representam a média + d.p. (n=5). N&o foi observado diferenca
estatisticamente significativa entre os valores (Teste de Tukey, p < 0,05).

7.4 Atividade biolégica

A Figura 8A mostra uma ligeira atenuagao da atividade bioldgica (halo de inibigéo)
da ®™Tc-CFT para uma cultura de S. aureus, quando comparado com a CFT
original e CFT + reagentes. O mesmo foi observado quando se utilizou uma cultura
de E. coli (Figura 8B).

Figura 8. Halos de inibicdo em placas de agar impregnadas com S. aureus (A) e E. coli
(B). 1-*"Tc-CFT 2-CFToriginal 3-CFT + reagentes
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Os dados da Figura 9A mostram os valores dos didmetros dos halos de inibigdo
para S. aureus. Estes valores correspondem a 30,4010,33; 28,52+0,61 e
27,16%0,23 para CFT, CFT + reagentes e 9MTCc-CFT, respectivamente. A Figura 9B
mostra os valores dos halos para E. coli que correspondem a 29,43+0,26;
28,22+0,13 e 27,17+0,20 para CFT, CFT + reagentes e %™Tc-CFT,

respectivamente.

Dentro da proposta de preparagdao da CFT marcada, uma das caracteristicas
considerada essencial € a manutengédo da atividade bioldgica. Os testes in vitro
mostraram halos de inibicdo da OMTC.CFT de 27,161£0,23 e 27,17+0,20 para
S. aureus e E. coli, respectivamente. Isto mostra que o antibiético marcado apesar
da atenuagdo observada, ainda foi capaz de reconhecer tanto bactérias
Gram-positiva quanto Gram-negativa, sugerindo que mesmo apds a marcagao o
antibiético mantém as suas caracteristicas de amplo espectro. Esses dados
mostram uma atenuacgao da atividade biolégica da 9MTC-CFT em relacédo a CFT da
ordem de 10% para S. aureus (Figura 9A). Por outro lado, observou-se uma
reducao de 7,7% quando se utilizou cultura de E. coli (Figura 9B). Gomes Barreto et
al. (2000) trabalhando com uma solugao de 9MTc-CFT, preparada no momento do
uso, observaram uma redugao da atividade biolégica de 17% em uma cultura de E.
coli. Os dados obtidos neste trabalho sugerem que as condi¢cbes de preparagao dos
reagentes como, por exemplo, a liofilizagdo pode ter contribuido para maior
preservacido da atividade biolégica da %MTc-CFT. Provavelmente, a atenuacio do
halo de inibicdo da *™Tc-CFT tanto para S. aureus quanto para E. coli ndo foi
exclusivamente devido a ligacdo dos atomos de tecnécio-99m com a molécula do
antibidtico. Este fato torna-se evidente quando se observa que a simples presenca
dos reagentes juntamente com a CFT (CFT + Reagentes), com auséncia de reagao

de marcagao, foi capaz de reduzir a atividade bioldgica da ceftizoxima.
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Figura 9. Diametros dos halos de inibigdo de S. aureus (A) e E. coli (B). Cada coluna
representa a meédia + d.p. (n=7). *Apresenta diferenga estatisticamente
significativa em relagdo a CFT (Teste de Tukey, p < 0,05).

7.5 Ensaio de ligag3o in vitro da *°*™Tc-CFT

Observa-se pela Figura 10 que a OMTc-CFT apresentou um percentual de retencao
de radioatividade pela membrana de 11,0%%2,4 com S. aureus, enquanto que os
valores para o ®™Tc-fitato de sddio e **™Tc-DTPA foram aproximadamente de
3,7%+0,7 e 0,6%=0,1, respectivamente. Os dados sugerem que mesmo apos o
processo de marcagao, a ceftizoxima mantém a sua capacidade de interagir com o
S. aureus, indicando ligagdo especifica entre a **"Tc-CFT e a bactéria, ja que esta
fica retida na membrana. Tsopelas et al. (2003) trabalhando com dipeptideo
marcado com tecnécio-99m, com atividade antibacteriana, observaram que
9,9%0,2 deste ligou-se ao S. aureus. Sabe-se pela literatura que o S. aureus é
responsavel pela maioria das infeccbes 6sseas (ARIAS e FARTO, 2005). Portanto,
com base nos dados apresentados pode-se pensar na perspectiva de se utilizar a
OMTC-CFT para o reconhecimento in vivo das infecgcbes do sistema osteoarticular

provocadas por S. aureus.

Por outro lado, observou-se também que as percentagens de retengcédo do
¥MTcfitato de sodio e do ®™Tc-DTPA pela membrana de éster de celulose foram
significativamente menores, quando comparadas com a 9MTc.CFT. No caso
especifico do OMTC-DTPA, Tsopelas et al. (2003) observaram que o percentual de
retencdo deste radiofarmaco foi da ordem de 1,5%0,2. Como foi mencionado

acima, neste trabalho observou-se 0,6% de retencdo do **"Tc-DTPA pela
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membrana. Provavelmente, este percentual deve-se a retencdo de tragcos do
%MT¢c-DTPA pela membrana o que poderia ser denominado de ligagdo inespecifica
ao contrario do que aconteceu com a ®™Tc-CFT. No caso do *™Tc-fitato de sodio
observou-se um percentual maior de retengdo (3,7%) provavelmente devido ao
maior tamanho das particulas, propiciando maior retencédo pela membrana (0,22 p).
Outro fato que também deve ser ressaltado é que tanto o *™Tc-fitato de sédio
quanto o 9MTc-DTPA sdo farmacos rotineiramente utilizados em Medicina Nuclear
para pesquisa de linfonodo sentinela e cintilografia renal, respectivamente (THRALL
e ZIESSMAN, 2003). Portanto, esses radiofarmacos nao apresentam qualquer
indicacdo para reconhecimento de focos infecciosos o que corrobora para a

hipotese de retencao inespecifica pela membrana.

% Retencao de radioatividade
pela membrana

OmTe CFT 99mTc_Fitato ©mTc DTPA

Figura 10. Ensaio de ligagdo in vitro da ®™Tc-CFT, ®"Tc-fitato de sédio e *"Tc-DTPA
com S. aureus. Cada coluna representa a média + d.p., n=5 (Teste de Tukey,
p < 0,05).

7.6 Determinagdo do percentual de ligagdo da **™Tc-CFT com as proteinas
plasmaticas

Observa-se pela Tabela 4 que o percentual médio de ligagao da 9MTc-CFT com as
proteinas plasmaticas foi de 34%. Estes resultados sao similares aqueles descritos
na literatura (30%) no que diz respeito a ligagdo da ceftizoxima com as proteinas

plasmaticas (SWEETMAN, 2005). Os dados sugerem que a ligagdo do antibiético
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marcado com as proteinas, do plasma, foi similar a ligacdo do antibiético néo
marcado (original). Portanto, a capacidade de ligacdo do antibiotico radiomarcado
com as proteinas plasmaticas permaneceu inalterada. Quando se propde a estudar
biodistribuicdo de um farmaco marcado ou ndo, o comportamento deste frente as
proteinas plasmaticas reveste-se de grande importancia no que concerne a
biodisponibilidade e, por conseguinte, a depuragdo plasmatica (THRALL e
ZIESSMAN, 2003). Assim, os dados obtidos sugerem que a *™Tc-CFT devera
apresentar na circulagdo sanguinea comportamento similar ao apresentado pela

CFT original.

Tabela 4. Percentual de ligagcdo da ®¥MTc.CFT com as fracdes
soluveis e insoluveis do plasma

Experimentos Fragao Insoluvel Fragao Solavel

Fl (%) FS (%)
1 35,00 65,00
2 30,00 70,00
3 32,14 67,86
4 36,36 63,64
5 35,68 64,32
6 37,04 62,96
7 31,91 68,09

Média + d.p. 34,01 £ 2,64* 65,98 + 2,66*

* Valores expressos como a média + d.p. (n = 7).

7.7 Estudos de biodistribui¢cao

As imagens obtidas com as impurezas radioquimicas (**"TcO,, ®™TcO,) e com a
OMTc-CFT (Figura 11) mostraram padrdes de imagens totalmente distintos.
Verificou-se expressiva captacao da OMTC-CFT pelos rins 1 hora apés a
administragao, sugerindo rapida depuragao do produto marcado. Este fato encontra-
se respaldado pela literatura que mostra rapida e importante depuracao renal para a
ceftizoxima (SWEETMAN, 2005). Observa-se que, quando o TcO; foi administrado
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a imagem mostrou alta captagdo de radioatividade pelo figado e bago. Por outro
lado, quando se utilizou a injecdo de Na**"TcO4 imagens de tiredide, estdbmago e
bexiga foram as que se destacaram. No caso da 9MTc-CFT observa-se que, 1 hora
apos a injegao, tanto o rim direito quanto o esquerdo sao nitidamente observados
na imagem. Este padrdo de imagem sugere baixo teor de impurezas radioquimicas
(" TcOs, e ®™TcO,) na preparagdo da **"Tc-CFT o que alids ja tinha sido

observado pelo percentual de pureza radioquimica (94%) descrito na Tabela 1.

Figura 11. Imagens cintilogréficas (visdo anterior) obtidas 1 hora apds a injecdo de
pertecnetato de sodio (Na**"TcO,), tecnécio-99m hidrolisado (*"TcO,) e
®MTc-CFT em ratos. T - Tiredide. E - Estdmago. Be - Bexiga. F - Figado.
B - Baco. R - Rim.

Observa-se pela Figura 12 um percentual de captacgéo inferior a 10% da OMTe-CFT
pelo figado, bago, pulmdes e estbmago durante todo o experimento. Observa-se
também alta captagcdo pelos rins, da ordem de 80%, sugerindo importante
eliminacdo renal ja na primeira hora apés a administracdo o que também foi
observado na imagem (Figura 11). Em resumo, a Figura 12 e a imagem obtida com
a injecdo da *™Tc-CFT (Figura 11) sdo complementares na medida em que
mostram importante eliminagao renal desse radiofarmaco e com padrao de imagem
compativel com baixo teor de impurezas radioquimicas. Por outro lado, reforca a
idéia de que a marcagao com isétopo radioativo ndo modificou as caracteristicas da
ceftizoxima principalmente no que diz respeito a eliminagdo renal. Dados da
literatura mostram que apés a administracdo da ceftizoxima a excregao ocorre por
filtracdo glomerular e secrecgao tubular (SWEETMAN, 2005).
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Figura 12. Estudos de biodistribuicio da *™Tc-CFT 1, 2 e 6
horas ap6s a injegdo. Valores expressos como a média = d.p. (n = 7).

7.8 Estudos histopatolégicos no musculo da coxa de ratos

A coxa controle (contralateral) apresentou fibras musculares integras e justapostas
envoltas por endomisio sem alteragdes degenerativas ou inflamatérias (Figura
13A). Enquanto que a coxa com o foco inflamatério (zimosan) mostrou por entre as
fibras musculares um intenso infiltrado inflamatério constituido predominantemente
por neutréfilos, neutréfilos degenerados (pidcitos) e em menor numero por
linfocitos. Ha também afastamento das fibras devido ao acumulo de fibrina, edema
e hemorragia. Em todas as secgdes histolégicas foi observado no meio das fibras
acumulo de piécitos ndo envolto por capsula fibrosa (pseudo-abscesso). Focos
ocasionais de degeneragao hialina das fibras e necrose também foram
evidenciados (Figura 13B). Para os animais que foram inoculados com S. aureus,
alteracbes musculares semelhantes aquelas descritas para os animais do grupo

zimosan foram também observadas (Figura 13C).
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Figura 13. Fotomicrografias de musculo, da
coxa de ratos, 24 horas ap0s a injecao, H&E
eosina, Bar = 38,9 um. A) musculo controle
(salina). Fibras musculares integras e
justapostas envoltas por endomisio sem
alteragcdes degenerativas ou inflamatorias.
B) Mdusculo com zimosan (processo
inflamatério). Infiltrado inflamatério
constituido predominantemente por pidcitos
ndo envolto por capsula fibrosa. C) Musculo
com S. aureus. Infiltrado inflamatdrio
constituido predominantemente por pidcitos

nao envolto por capsula fibrosa.
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7.9 Imagens cintilograficas obtidas com **™Tc-CFT em modelos de inflamagio,

asséptica e séptica, no muisculo da coxa de ratos

Na Figura 14 as setas indicam os alvos (coxa esquerda) onde estao localizados os
focos inflamatérios assépticos (zimosan, Figura 14A) e sépticos E. coli (Figura 14B)
e S. aureus (Figura 14C). A coxa contralateral (direita) representa o controle
(salina). Observa-se pelas Figuras 14B e 14C a presenca de radioatividade na coxa
esquerda (seta) mesmo apds 2 e 6 horas da injegdo da 9MTC-CFT, sugerindo a
presenca do antibiético marcado nos focos infecciosos obtidos com a inoculagao, no
musculo, de S. aureus e E. coli, respectivamente. Ao contrario, observa-se ligeira
captacao de radioatividade, com 2 horas, na coxa esquerda (seta) e auséncia de
captacdo 6 horas apds a injecdo da **"Tc-CFT (Figura 14A), indicando que o
antibiético marcado nao permaneceu no local onde existia foco inflamatorio
asséptico induzido por zimosan. Esses dados sugerem a existéncia de uma
interacdo especifica entre a *™Tc-CFT e as bactérias E. coli e S. aureus,
justificando a captagédo de radioatividade na coxa esquerda, mesmo apés 6 horas
da injecdo, para ambos os casos. Isto ndo ocorreu quando a bactéria estava
ausente, ou seja, no foco inflamatério asséptico (Figura 14A). Em sintese, esses
dados séo complementares aqueles descritos para a atividade biolégica e ensaio de
ligagao in vitro da ®™Tc-CFT. Os resultados sugerem que as imagens tardias (2 e 6
horas) ap6s a injecédo da 9MTc.CFT poderdo contribuir para diferenciar focos
inflamatdrios assépticos de sépticos em algumas regides de tecidos moles como o
musculo. Dados similares, ou seja, a persistente captacéo da 9MTC-CFT pelo foco
infeccioso (E. coli), em musculo da coxa de ratos, também foi observado por Gomes
Barreto et al. (2005). Estes mesmos autores relataram também a diminuicdo da
captacdo da **"Tc-CFT, com o decorrer do tempo, para focos inflamatdrios

assépticos.
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0,5h 1,0 h 2,0h 6,0 h

Figura 14. Imagens cintilograficas (visdo ventral) de ratos 0,5; 1; 2 e 6 horas apos
injegdo da *™Tc-CFT em modelo de inflamagao/infecgdo no musculo da
coxa (n=5). A - inflamagdo (zimosan). B - infeccdo (E. coli). C - infecgdo
(S. aureus). Os focos de inflamagéao e infecgdo estédo indicados pelas setas.
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A Figura 15 mostra a analise quantitativa das imagens cintilograficas em modelos
de inflamagéo asséptica (zimosan) e inflamagao séptica (E. coli e S. aureus). As
coxas esquerda e direita foram consideradas alvo e nao alvo, respectivamente. Os
dados da relagdo alvo/ndo alvo mostraram uma diminuicdo estatisticamente
significativa da relagcao no foco inflamatério asséptico (zimosan) para os tempos de
2h (p < 0,01) e 6 horas (p < 0,05) quando comparado com o tempo de 1 hora. Esses
dados sugerem uma captagao nao especifica da OMTC-CFT pelo foco asséptico nos
tempos de 0,5 e 1 hora, ja que com o decorrer do tempo verifica-se uma redugao
significativa da presenca da *™Tc-CFT no foco inflamatério. Portanto, os resultados
indicam que a 9MTc-CFT foi ao local devido ao aumento do fluxo sanglineo e da
permeabilidade vascular, provocados pela inflamacao (zimosan). Provavelmente,
devido a estas mesmas caracteristicas e, também, pela auséncia de uma interagéo
especifica entre antibiético e microorganismos a *™Tc-CFT ndo permaneceu no
foco inflamatdrio. A Figura 15 mostra também que, houve diferenga estatisticamente
significativa da relagdo alvo/ndo alvo do zimosan em relagdo aos tempos de 2 e 6
horas, quando comparado com os modelos de inflamagéo séptica (E. coli e S.
aureus). Por outro lado, quando se observa os modelos de infecgao por E. coli e S.
aureus verifica-se que a relagao alvo/ndo alvo foi estatisticamente igual durante
todo o experimento para ambos. Ao contrario do que foi relatado para o modelo de
zimosan, nestes casos pode-se sugerir uma ligagao especifica entre a 9MTc-CFT e
as bactérias, que seria responsavel pela retencdo do antibiético radiomarcado nos

tempos tardios, ou seja, 2 e 6 horas apds a administracao.
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Figura 15. Relacdo alvo/ndo-alvo em modelos de inflamagdo asséptica (zimosan) e
inflamagéo séptica (E. coli e S. aureus) no musculo da coxa 0,5; 1; 2 e 6 horas
apos injecdo de *™Tc-CFT. Os valores representam a média + d.p. (n = 5).
Letras diferentes (a e b) somente indicam diferenca estatisticamente
significativa para o mesmo tempo entre os grupos. Os valores de p somente
indicam diferenga estatisticamente significativa para o grupo de zimosan.

Os resultados mostram também que, os valores da relagao alvo/nao alvo para os
modelos de infeccao foram sempre superiores a 1,5, enquanto que, no modelo de
inflamacao asséptico o valor da relagao é superior apenas nos tempos iniciais de
0,5 e 1,0 hora apés a injegéo da 9MTc-CFT. De acordo com Phillips (1999) para que
focos de inflamacgao e infecgdo sejam diagnosticados por imagens cintilograficas &
necessario que a quantidade de radioatividade presente nos focos esteja acima da
radiacdo de fundo dos tecidos normais. Conforme descrito por estes mesmos
autores, a relacao alvo/nao alvo deve apresentar valores no minimo iguais a 1,5, ou
seja, 50% a mais de atividade no alvo em relagao a regido contralateral (ndo alvo).
Neste contexto, os resultados obtidos indicam que a OMTC-CFT podera ser utilizada
como agente especifico para a identificagao de focos infecciosos no musculo. Além
disso, os dados sugerem também a 9MTc-CFT como radiofarmaco capaz de

diferenciar inflamacao de infecgao.
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7.10 Biodistribuicdo do *™Tc-fitato de sédio e da **™Tc-CFT em um modelo de

infecgao induzido por S. aureus no musculo da coxa de ratos

A Figura 16 mostra a relagao alvo/ndo alvo em um modelo de infec¢ao (S. aureus)
utilizando **™Tc-CFT e o radiofarmaco *™Tc-fitato de sddio. As coxas esquerda e
direita foram consideradas alvo e nao alvo, respectivamente. Observa-se pela
Figura 16 que os valores da relagdo alvo/ndo alvo para os animais do grupo
9MTc-CFT foram sempre superiores a 1,5 em todos os tempos investigados, o
mesmo nao ocorreu para aqueles animais que receberam o 9MTcfitato de sddio.
Esses dados revelam mais uma vez a capacidade da 9MTc-CFT de reconhecer a
bactéria (S. aureus) presente no alvo. Este experimento teve como finalidade
ressaltar o carater da especificidade do antibiético radiomarcado com a bactéria, ja
que quando se utilizou um agente inespecifico (gngc-fitato) os valores da relagao
alvo/nao alvo foram ligeiramente superiores a 1,0, sugerindo que a radioatividade
presente no foco infeccioso (coxa esquerda) foi praticamente igual aquela presente
na coxa direita (controle).
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Figura 16. Relagdo alvo/ndo-alvo em um modelo de infecgéo (S. aureus), no musculo da
coxa de ratos, utilizando ®"Tc-CFT e *™Tc-fitato de soédio. Os valores
representam a média = d.p. (n = 5). Letras diferentes (a e b) indicam diferenga
estatisticamente significativa para o mesmo tempo entre os grupos. Letras
iguais indicam que n&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os
tempos investigados para o mesmo grupo.
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7.11 Estudos histopatolégicos na tibia de ratos

Os animais que receberam salina nao apresentaram osteomielite. A Unica alteracao
observada inicialmente foi uma perda de continuidade da cartilagem articular e da
placa epifisaria devido a penetragdao da agulha com hemorragia focal discreta,
alteragao evidenciada em todos os demais grupos. Em alguns ossos desse grupo,
havia material eosinofilico, acelular e amorfo por entre tecido mieldide normal e
trabéculas dsseas intactas e sem reacgao inflamatéria (Figura 17A). Os animais que
receberam injecdo intra-0ssea de zimosan apresentaram osteomielite com
intensidade variavel entre os animais. Mas de forma geral, o processo inflamatério
foi mais evidente na metafise do que na epifise. Apdés 48 horas de inoculagéo, o
processo inflamatério era bem evidente constituido por linfécitos, macrofagos,
eosindfilos e neutrdfilos, associado a hemorragia e focos de necrose Ossea
caracterizada pela presenca de trabéculas é6sseas fragmentadas e com lacunas
vazias de ostedcitos. A osteoclasia ainda era pouco evidente 48 horas apés a
injecdo de zimosan (Figura 17B). Enquanto que as tibias dos animais que
receberam injecao intra-6ssea de S. aureus apresentaram osteomielite supurada
em todos os animais estudados. Assim como no grupo que recebeu zimosan, o
processo inflamatdrio foi mais proeminente no canal medular da metafise. Em todos
0s animais, 48 horas apos a injecdo de S. aureus o processo inflamatério era
predominantemente neutrofilico com muitos neutréfilos degenerados (pidcitos) de
permeio a focos de hemorragia e trabéculas ésseas necréticas (Figura 17C). A
necrose 0ssea e a osteoclasia do grupo tratado com zimosan foram um pouco

menos evidentes quando comparados ao grupo tratado com S. aureus.




Figura 17. Fotomicrografias de tibia de
ratos 48 horas apo6s a injegao intra-0ssea.
A) Grupo tratado com salina. Presencga
de material eosinofilico, acelular e amorfo
por entre tecido mieldide normal e
trabéculas 6sseas intactas e sem reagao
inflamatéria. HE, Bar = 96 um. B) Grupo
tratado com zimosan. Processo
inflamatdrio associado a trabéculas
Osseas necroticas (setas). HE, Bar = 48
um. C) Grupo tratado com S. aureus.
Processo inflamatdério predominantemente
neutrofiico de permeio a trabéculas
Osseas necréticas e focos de hemorragia
(setas). HE, Bar = 48um.
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7.12 Biodistribuigdo da *™Tc-CFT em modelo de inflamagdo séptica, induzido

por S. aureus na tibia de ratos

A ®"Tc-CFT apresentou um alto tropismo para o foco de infecgdo (osteomielite,
Figura 18A) quando comparado com o foco inflamatério (Figuras 18B). Os
resultados também mostraram que a 9OMTC-CFT permaneceu na tibia esquerda dos
ratos com osteomielite durante todo o experimento (Figura 18A). Estes achados
indicam uma retencéo preferencial da ¥MT6-CFT no foco infeccioso em relacédo ao
foco inflamatdrio asséptico induzido por zimosan. Nao foi observado retengdo da
radioatividade na tibia esquerda (Figura 18B) nas imagens de 4 e 6 horas apds a
injecdo da ™ Tc-CFT. Quando a ®™Tc-CFT foi injetada nos animais inoculados com
salina, ndo foram observadas diferengas entre as imagens das tibias esquerda e
direita (alvo/nédo alvo), Fig. 18C. Em nenhum dos grupos de animais investigados foi
observado captacao de radioatividade pela glandula tiredide, indicando que a 9MTe-

CFT possui alta estabilidade in vivo.
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Figura 18. Imagens cintilograficas (viséo ventral) de ratos 1, 2, 4 e 6 h apos a injegéo de
¥™Tc-CFT (n=5). A - osteomielite (S. aureus). B - inflamagdo (zimosan).
C - controle (salina). Os focos de infecgao e inflamagéo foram indicados pelas
setas. A seta na figura 18C indica a localizagao da injegao da salina.

A analise quantitativa dos dados cintilograficos mostrou valores de alvo/n&o alvo de
2,29+0,07; 2,37+0,12; 2,22+0,09 e 2,73+0,11 para 1, 2, 4 e 6 horas,
respectivamente, nos animais com osteomielite (Figura 19). Os resultados
mostraram aumento significativo da relagdo de 1 e 6 horas (P < 0,01); um aumento

também foi observado no periodo de 4 e 6 horas (P < 0,001). Estes dados indicam
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que a retengdo da *™Tc-CFT na tibia esquerda (osteomielite) ocorreu em tempos
tardios. O valor médio obtido da relacdo alvo/ndo alvo no grupo de zimosan foi
aproximadamente de 1,50+0,05. Nao houve diferenga significativa entre os tempos
investigados. O valor médio da relagdo no grupo de salina foi de 1,05+0,04, néo
ocorrendo também diferenga significativa entre os tempos (Figura 19). Os dados
mostraram que os valores da relagdo alvo/ndo alvo para S. aureus foram
estatisticamente maiores do que aqueles para zimosan e salina em todos os tempos
investigados. Os dados também mostraram que, a relagdo alvo/ndo alvo para o
grupo zimosan foi maior do que aquela observada para o grupo de salina, com
excecao do primeiro tempo estudado (Figura 19). No caso especifico do modelo de
infeccao (S. aureus) o valor médio da relagao alvo/nao alvo foi maior do que 2,0,
indicando que havia 100% mais radioatividade no foco infeccioso (tibia esquerda)
do que na tibia direita. Com base no trabalho de Phillips et al. (1999) pode-se
sugerir que a ®"Tc-CFT foi capaz de identificar foco infeccioso no osso

(osteomielite) e, também, distingui-lo de um processo inflamatério.
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Figura 19. Relagdo alvo/ndo alvo em modelos experimentais de infecgao/inflamagao e
salina 1, 2, 4 e 6 horas apds a injecdo da **"Tc-CFT. Os valores representam
a média + d.p. (n = 5). Letras diferentes (a, b e c¢) indicam diferenca
estatisticamente significativa para o mesmo tempo entre os grupos. Os
valores de p somente indicam diferencgas estatisticamente significativas para o
grupo de S. aureus.
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A retencéo da **™Tc-CFT no foco infeccioso 6 horas apds a injecdo do radiofarmaco
estd demonstrado na Figura 18. O mesmo nao ocorreu para o foco inflamatdrio
(zimosan) ou nos animais que recebeu salina injetada na tibia esquerda. Esses
resultados sugerem uma ligacdo especifica existente entre a **"Tc-CFT e a bactéria
presente no foco infeccioso, o qual é responsavel pela manutengao do radiofarmaco
na tibia esquerda infectada (osteomielite) durante todo o periodo. A hipotese que o
antibiético marcado seria encontrado no foco apdés 6 horas, da injegao,
simplesmente devido ao aumento do fluxo sanguineo e um aumento da
permeabilidade vascular provocada pela inflamacado do processo infeccioso deve
ser descartada, uma vez que, nao foi observado captagdo para o grupo com
zimosan. E importante enfatizar que a andlise histolégica mostrou uma reacéo
inflamatdria supurativa no grupo tratado com S. aureus e uma reacao inflamatéria
nao supurativa no grupo com zimosan, mas com uma intensidade inflamatoria
similar em ambos os grupos. Benitez et al. (2002) mostraram que a captagao da
9MTc-CFT provocada por um foco inflamatério asséptico (zimosan) na coxa direita
de ratos diminuiu progressivamente 1, 2, 4 e 6 horas apos a injecdo. Assim, a
ligacdo especifica entre o antibiético e a bactéria presente no foco parece ser
responsavel pela retencdo observada da *™Tc-CFT no alvo. Estudos de
biodistribuicao utilizando a **™Tc-CFT em ratos com infecgado induzida por E. coli no
musculo da coxa também mostraram uma alta captagao no foco infeccioso quando
comparado com o foco asséptico. Estes mesmos autores também observaram uma
alta excrecao biliar em todos os animais, indicando uma restricdo da aplicacdo da
9MT¢-CFT no diagnéstico de infecgdo na regido abdominal (GOMES BARRETO et
al., 2005). No presente estudo, usando um modelo de osteomielite as imagens
cintilograficas mostraram captacdo no abdome, assim os resultados obtidos estado
de acordo com a literatura. De acordo com os resultados, o uso deste agente de
diagnostico para infecgdes osteoarticulares de membros inferiores e superiores é
uma opgao viavel. Martin-Comin et al. (2004) apresentaram um caso clinico de
fratura da tibia esquerda e as imagens foram obtidas nos tempos de 1, 4 e 24 horas
apos a injecdo da *™Tc-CFT. As imagens mostraram uma captacdo especifica
deste agente na regido. A analise microbiolégica mostrou a presencga de S. aureus,
confirmando assim a infecgdo. As imagens cintilograficas obtidas no modelo de

osteomielite apresentaram uma reducdo da radiagcdo de fundo com o passar do
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tempo nas regides toracica e cervical, sugerindo que imagens tardias poderiam

contribuir no diagnéstico de osteomielite espinhal nestas areas.

O antibidtico mais utilizado € a fluoroquinolona chamada Infecton. No entanto, os
resultados obtidos sao contraditérios e com baixa reprodutibilidade. Este fato tem
gerado uma certa resisténcia por parte da comunidade cientifica em aceitar este
antibiético como um agente de diagndstico seguro (LARIKKA et al., 2002,,; DE
WINTER et al., 2004). Sarda et al. (2002) mostraram que a **"Tc-ciprofloxacina ndo
foi capaz de diferenciar osteomielite e artrite séptica de outras inflamagdes
assépticas. Larikka et al. (2002,) sugeriram que, como a ciprofloxacina tem um
baixo peso molecular, baixa ligagdo com proteinas plasmaticas (20-40%) e uma
meia-vida bioldgica de 4,5 horas, poderia interagir com uma variedade de fatores
antes da interagcdo com a bactéria, o que justificaria a captagdo nédo especifica
observada nas imagens de 1 e 4 horas. Por outro lado, a ceftizoxima (CFT) tem
uma meia-vida de 1,7 horas, sendo totalmente eliminada dentro de 24 horas apds a
administragdo. A ceftizoxima é mais rapidamente depurada do organismo do que o
Infecton, diminuindo assim o pool circulante e favorecendo a ligagao especifica pelo
foco infeccioso. Os resultados obtidos sugerem que a captagéo nado especifica da
%MTc-CFT nao ocorreu nos tempos de 4 e 6 horas (Figura 17B).

Diante dos resultados apresentados pode-se pensar na preparac¢ao do radiofarmaco
ceftizoxima marcado com tecnécio-99m e, além disso, na possibilidade da utilizagédo
desse agente para a obtencdo de imagens cintilograficas de focos inflamatdrios e
infecciosos e, também, para a diferenciacdo de processos inflamatérios assépticos
de sépticos. Neste sentido, acredita-se que os resultados obtidos poderao contribuir
para o diagnédstico e, também, para a melhor conduta terapéutica das doencas

inflamatorias/infecciosas do sistema osteoarticular.
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8 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

8.1 CONCLUSOES

A ceftizoxima pode ser marcada com o tecnécio-99m dentro dos padrbes descritos
para um radiofarmaco, sem prejuizo de sua atividade bioldgica assegurando a
capacidade do antibiético radiomarcado de interagir tanto com bactérias

Gram-positiva quanto Gram-negativa.

Estudos de biodistribuicado da ceftizoxima marcada com tecnécio-99m mostraram
excregcao renal importante, condizente com o perfil farmacocinético descrito na

literatura para este farmaco.

As andlises histolégicas dos focos inflamatorios e infecciosos mostraram reacao

inflamatdria de intensidade similar.

As imagens cintilograficas mostraram que a **"Tc-CFT permaneceu, durante todo o
tempo dos experimentos, nas regides onde haviam focos infecciosos localizados
tanto na coxa como na tibia dos ratos. Estes resultados sugerem uma interagéo
especifica entre o antibidtico radiomarcado e as bactérias presentes nos focos. As
imagens cintilograficas mostraram também que, nos focos inflamatorios localizados

na coxa e na tibia dos ratos ndo houve retencdo da 9MTCc-CFT.

As anadlises quantitativas das imagens (alvo/ndo alvo) revelaram importante
tropismo da OMTC-CFT pelos focos infecciosos, localizados na coxa e na tibia dos

ratos. O mesmo nao foi observado para os focos inflamatorios.

Os resultados obtidos sugerem que a OMTC-CFT pode contribuir para o diagndstico

diferencial entre inflamagao e infeccao.
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8.2 PERSPECTIVAS

Diante desses resultados, pode-se pensar na utilizacdo da ceftizoxima marcada com
tecnécio-99m como um radiofarmaco capaz de ser utilizado em Medicina Nuclear
com a proposta de distinguir inflamagao de infeccdo. Outro aspecto que também
deve ser considerado é a dispensagao deste agente sob a forma de kits contendo os

reagentes liofilizados.
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