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RESUMO

Introducdo: Nos ultimos anos, houve um aumento significativo na incidéncia de infecgdes flngicas
principalmente em pacientes imunossuprimidos, gerando uma elevacdo no tempo de hospitalizacdo, bem
como nos custos e taxas de morbimortalidade. Desta forma, h4 uma caréncia de métodos diagnésticos
rapidos e especificos para infec¢des flngicas, o que corrobora muitas vezes para o inicio de terapia
antifingica empirica, diagnosticos tardios e uso inadequado de antifungicos. Como consequéncia, ocorre
falha terapéutica e piora no prognéstico do paciente. Nesse contexto, as técnicas de medicina nuclear podem
contribuir grandiosamente no diagnostico de infecgdes flngicas desde que utilizados radiotracadores que
possuam seletividade as areas de foco infeccioso. Objetivo: realizar uma revisdo narrativa sobre
antiflngicos radiomarcados com tecnécio-99-metaestavel (**™Tc) para o diagnéstico de infecc@es fungicas.
Metodologia: Foi realizada uma busca nas bases de dados PubMed, Scielo, Scopus e BVS. Os descritores
“radiolabeled antifungals” “®*"Tc” “infections” foram combinados empregando o boleador AND e OR
entre eles, sendo inseridos nas abas de busca de cada base segundo as suas caracteristicas e limitagdes.
Foram selecionados artigos em portugués, espanhol e inglés sem restri¢do de data. Artigos de revisdo, notas,
editoriais, cartas, trabalhos apresentados em eventos cientificos e artigos que ndo apresentavam material
original foram excluidos. Resultados e discussdo: Ao todo, foram incluidos oito artigos na presente
revisdo, com periodo de publicagéo entre os anos de 2002 e 2021. Foram encontrados seis antifungicos
radiomarcados, sendo eles fluconazol, cetoconazol, voriconazol, caspofungina, anidulafungina e
anfotericina B. Todos os estudos utilizaram o %™Tc¢ como isétopo radioativo obtendo uma pureza
radiogquimica superior a 90%. Cerca de 87,5% (7/8) dos estudos utilizaram modelos de infeccdo com
Candida albicans, 37,5% (3/8) com Aspergillus fumigatus, 37,5% (3/8) com Aspergillus niger e 12,5%
(1/8) com Rhizopus arrhizus. Um total de 87,5% (7/8) dos estudos fizeram modelo de infecgéo in vivo,
sendo 100% deles com a injecdo do indculo fungico no musculo da coxa de camundongos. Desses, cerca
de 62,5% conseguiram diferenciar infec¢do fungica de inflamacgdo estéril. Conclusdo: Os resultados
obtidos elucidaram as principais caracteristicas envolvendo o processo de marcacdo de antiflingicos
tradicionalmente empregados na clinica, bem como sua aplicabilidade na deteccgéo de infec¢des fungicas a
curto prazo, com destaque para diagnéstico diferencial entre infecgdes fungicas e inflamacdes estéreis.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo na incidéncia de infecgdes flngicas
principalmente em pacientes imunossuprimidos. Segundo os dados dos Centros de Controle e
Prevencdo de Doencas dos EUA, as infecces causadas pelos fungos estdo entre as principais
causas de infec¢des nosocomiais [1].

Em 2022 a Organizacdo Mundial da Salude publicou a lista de patdégenos fingicos prioritarios
para a concentracdo de pesquisas e desenvolvimento de acGes para fortalecer as respostas as
infeccBes fungicas e a resisténcia aos antifingicos. Neste documento estdo presentes como
patégenos criticos Cryptococcus neoformans, Candida auris, Aspergillus fumigatus e Candida
albicans [2]. Ao contrario dos antibidticos, o arsenal terapéutico antiflngico é reduzido, sendo
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atualmente apenas trés classes preconizadas para tratamento e manejo de infecgdes invasivas [3].
Um fator limitante ao desenvolvimento de novos agentes antifingicos é a semelhanca acentuada
com células humanas, uma vez que, também sé&o eucariontes. Além disso, 0 uso desnecessario
e/ou inadequado desses antiflingicos remete ao surgimento de cepas multirresistentes, o que
dificulta ainda mais o tratamento dessas infec¢oes [3].

Nessa direcdo, é extremamente importante a identificacdo da infeccdo em sua fase inicial. No
entanto, existem limitagcdes nos métodos micol6gicos laboratoriais que implicam diretamente na
tomada de deciséo clinica, como o tempo de crescimento do microrganismo em meios de cultura
(que pode demorar de dias a semanas), baixa sensibilidade e especificidade [4].

Assim, as técnicas de medicina nuclear podem contribuir significativamente no diagndéstico de
infeccBes fungicas desde que, utilizados radiotragadores que possuam seletividade as areas de
foco infeccioso. Um radiotracador frequentemente utilizado é o *™Tc que emite radiagdo gama
de 140 keV, possui meia-vida de 6,02 horas e é facilmente obtido em geradores partir do
decaimento do molibdénio-99. Os geradores de *™Tc permitem a producdo local e réapida,
oferecendo maior flexibilidade no uso do radionuclideo para diversos exames diagnostico [5].

Sendo assim, o uso de radiofarmacos para detecgdo de infeccBes tem ganhado cada vez mais
atencdo por sua aplicagdo em medicina nuclear [6]. Diante do exposto, o uso de antifingicos
radiomarcados possui diversas vantagens em relacdo aos métodos de diagnostico tradicionais,
como por exemplo ser uma metodologia menos invasiva, mais rapida, e potencialmente capaz de
realizar a detecgéo do foco infeccioso [7].

2. METODOLOGIA

Foi realizada uma revisdo bibliografica narrativa sobre os principais agentes antifungicos
radiomarcados para o diagndstico de infecgdes flngicas durante o periodo de janeiro a outubro
de 2023, sendo utilizadas as seguintes bases de dados: PubMed, Scielo, Scopus e BVS (Biblioteca
Virtual de Satde). Os descritores “radiolabeled antifungals” “™T¢” “infections” foram
combinados empregando o boleador AND e OR entre eles, sendo inseridos nas abas de busca de
cada base segundo as suas caracteristicas e limitagdes. Foram selecionados artigos em portugués,
espanhol e inglés sem restricdo de data. Artigos de revisdo, notas, editoriais, cartas, trabalhos
apresentados em eventos cientificos e artigos que ndo apresentavam material original foram
excluidos.

3. RESULTADOS

Foram incluidos nesta revisao trés estudos recuperados do PubMed/MEDLINE e cinco estudos
na base Scopus. Nas bases de dados Scielo e BVS néo foram encontrados estudos referentes ao
tema abordado. Neste trabalho, foram analisados os dados obtidos de estudos pré-clinicos que
utilizaram antifungicos radiomarcados com finalidade de diagnostico de foco infeccioso flngico,
compreendendo também sua biodistribuicdo em modelos in vivo. Os principais resultados sdo
apresentados com mais detalhes na Tab 1.

Dos oito estudos selecionados, dois realizaram a marcacdo de fluconazol [8] [9], um estudo
realizou a marcagéo de cetoconazol [6], um estudo realizou a marcagéo de voriconazol [11], um
estudo fez a marcacdo de caspofungina [10], um realizou a marca¢do de anidulafungina [12] e
dois realizaram a marcacdo de anfotericina B [13] [14]. Quatro estudos utilizaram o precursor
%mTc-tricarbonil para obtencdo do radiotragador [11] [10] [14] [12]. Todos os estudos utilizaram
0 %MTc como is6topo radioativo. Um estudo também realizou a marcagdo com Galio-68 [13].
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Tab 1: Principais achados dos estudos incluidos.

Referéncia Antifangico Agente T/NT Tipo de Rendiment
redutor estudo oda
marcagao
Lupetti etal., 2002 | Fluconazol SnCl, . 2H,O e e C.albicans: 2,1 Biodistribuicdo = Superior a
KBH;4 +/- 1,1 % ID/g e Cintilografia 95%
apos 4h da
administracéo.
e A fumigatus: 0,6
+/- 0,2 % I1D/g
apods 4h da
administracéo.
Reyesetal.,, 2011 = Voriconazol NaBH, e C. albicans: 4,2%  Biodistribuicdo | ~90%
ID/g e Cintilografia
e A. niger: 2,60
Reyes et al., 2014 = Caspofungina NaBH,4 e (. albicans: 9,5 Biodistribuicdo = Superior a
e A niger: 13,4 e Cintilografia 90%

Estabilidade
da marcacéao

Fungo testado

e 24 horas a C. albicans
37°C em A. fumigatus
soro.

e 2 horas C. albicans,

e50% quando A. niger

em presenca de
His e Cis

e 20 horas C. albicans, A.

e4 horas em  niger

plasma

Modelo
de
infeccéo

Musculo

da coxa

Musculo

da coxa

Musculo

da coxa

Diferenciou
infeccéo de
inflamacéo?

Sim

Sim

Sim



Fernandez
Teran, 2017

Assis et al., 2018

Page et al., 2020

El-Kawy et al,
2020

Kurniawan et al.,
2021

1 C albicans = Candida albicans; A. niger = Aspergillus niger; A. fumigatus = Aspergillus fumigatus; SnCl, . 2H,0 = cloreto estanoso dihidratado; NaBH, = boridreto de
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& | Anfotericina B

Fluconazol

Anfotericina B

Anidulafungina

Cetoconazol

NaBH. e C. albicans: 4,7 +/-
0,6
e Al niger:
2,4 +/-0,1
SnCl; . 2H,O e  Dados ndo disponiveis
KBH4
SnCl;. 2H,0 Dados ndo disponiveis
CH3BNaOs e C. albicans 6,5%
NazB,0 +0,3% ap6s 2h da
administracéo
e A fumigatus 5,2 +
0,2 apds 2h da
administracao
SnCl; . 2H,0 e C. albicans

0,17+0,12% ID/g

Biodistribuicdo

Biodistribuicdo

Cintilografia

Biodistribuicdo

e Cintilografia

Biodistribuicdo

Superior  a
90%

Superior a
90%

99%

98%

94,59%

e 20 horas
o4 horas em
plasma (95%)

Dados nao

disponiveis

4h em plasma
(98%)

e 12 horas
e 10h em

plasma
(90%)

Dados

disponiveis

nao

C. albicans, A.

niger

C. albicans

A. fumigatus, R.

arrhizus

C. albicans,

A. fumigatus

C. albicans

Musculo

da coxa

Musculo

da coxa

Células
HPAEC

Musculo

da coxa

Musculo

da coxa

Sim

Dados nao
disponiveis
Dados nao

disponiveis

Sim

Dados

disponiveis

nao

Fonte: elaborado pelo autor

sodio; KBH4 = tetraborato de potéssio; CHsBNa,Os3 = borocarbonato de sédio. Na;B.O- - tetraborato de sddio. HPAEC = Human Pulmonary Artery Endothelial Cells; T/NT =

(target/no target) alvo/ndo alvo.
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Todos os estudos apresentaram pureza radioquimica superior a 90%, demonstrando que as
técnicas de marcacdo utilizadas foram efetivas. Dois estudos utilizaram somente o SnCl; - 2H,0
como agente redutor [13] [6], dois estudos utilizaram SnCl, - 2H,0O associado a KBHa [8] [9] e
trés estudos utilizaram somente NaBH.4 como agente redutor do *™Tc [10] [11] [14].

Ademais, nos estudos que realizaram modelo in vivo, a infecgdo foi induzida pela injecdo do
inéculo fingico (média de 4,7x10” UFC/0,1 mL) no tecido muscular da coxa desses animais.
Apenas um estudo [13] utilizou avaliacdo in vitro em células HPAEC (Human Pulmonary Artery
Endothelial Cells) em monocamadas nas microplacas para avaliacdo da infeccdo. Essas células
sdo caracterizadas como celulas endoteliais que revestem as artérias pulmonares, modelo
escolhido por facilitar o desenvolvimento da infecgéo e ser altamente reprodutivel.

3.1. Azdlicos marcados com #™Tc

Os primeiros estudos que utilizaram a marcagédo do fluconazol com *™Tc¢ partiram da necessidade
de criacdo de uma ferramenta de diagndstico para discriminar infecgdes fungicas de infecgdes
bacterianas e processos inflamatdrios estéreis [15].

No estudo realizado por Lupetti e colaboradores (2002), realizou-se a investigacdo onde definiu-
se que o fluconazol (triazélico) marcado com **™Tc seria capaz de diferenciar infecgdes fingicas
provocadas por C. albicans de infecgdes bacterianas e processos inflamatérios. Além do alto grau
de pureza radioquimica em pH 7,5, as impurezas radioquimicas *™TcO, (coldide) e **™TcO,-
representavam menos que 5% da atividade total. Para Kurniawan e colaboradores (2021), ao
utilizar somente o agente redutor SnCl, . 2H,O para marcar as moléculas de cetoconazol
(imidazélico) com **™Tc, a pureza radioquimica obtida mostrou-se ainda mais expressiva, sem
aquecimento durante a marcagdo e em pH de solugéo proximo a 4,5.

A estabilidade de marcacdo obtida por Lupetti e colaboradores [9] foi de 24 horas em soro sob
temperatura de 37°C, onde 95% da atividade foi preservada, demonstrando a efetividade da
marcacdo proposta em condicOes fisiologicas. Os dados sobre a estabilidade dos estudos
realizados por Assis (2018) e Kurniawan (2021) ndo estdo disponiveis.

Nos ensaios de ligagdo do *™Tc-fluconazol in vitro realizado por Lupetti e colaboradores [8]
observou-se valores baixos para Staphylococcus aureus (3% + 0,4, n=12) e Klebsiella
pneumoniae (6% + 0,1, n=8) comparado ao perfil de ligacdo preferencial em C. albicans (38%
+3, n=18). O complexo *"Tc-fluconazol ao diferenciar infeccdes bacterianas e processos
inflamatdrios, reflete os achados de alvo/ndo alvo (target/no target T/NT) apds quatro horas da
injecdo do radiotracador, onde houve o acimulo de 1,3 + 0,04 (n=6) para infec¢des bacterianas e
a ndo deteccdo de inflamaces estéreis nos modelos apresentados.

Além disto, Lupetti e colaboradores (2022) realizaram o teste para diferenciacdo de infeccdo
fangica com cepas de A. fumigatus e processos inflamatorios, ambos realizados em camundongos
leucocitopénicos sendo observado relagdo T/NT de 0,6+0,2% ID/g, caracterizando a afinidade do
¥mTc-fluconazol para A. fumigatus mais baixa quando comparada a captacédo por C. albicans.

Embora o estudo realizado por Assis e colaboradores (2018) seja direcionado para avaliagdo da
biodistribuicdo do **"Tc-fluconazol livre, fluconazol encapsulado em nanoparticulas (*"Tc-
fluconazol-nanocapsulas) com cadeias de PEG adsorvido com poloxamero (PLA-POLOX) e
ligadas covalentemente a PLA-PEG, o artigo demonstra que as formula¢des nanoencapsuladas
sdo atraidas pelo foco infeccioso e distinguem relacdes T/NT. Além disso, aumenta a capacidade
de captacdo do *™Tc-fluconazol-nanocapsulas em funcdo da fagocitose da formulagdo
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nanoencapsulada aumentada pelas células polimorfonucleadas presentes no foco infeccioso,
quando comparado a formulagéo de **™Tc-fluconazol livre.

Kurniawan e colaboradores (2021) n&o obtiveram resultados expressivos ao utilizar o cetoconazol
marcado com ®MTc, obtendo baixas captagdes ex vivo no muisculo infectado como 6rgdo alvo
(0,17 £ 0,12% ID/qg), ap6s 1 hora da infecgéo.

Ja para o triazol voriconazol radiomarcado por Reyes e colaboradores (2011) [11], foi empregado
um complexo radiotracador utilizando-se o precursor ®™Tc-tricarbonil, desenvolvido por Alberto
e colaboradores [16]. Seus estudos em modelo in vivo utilizando-se ratos wistar por meio de lesdo
induzida no masculo da coxa, demonstraram relacdo T/NT de 4,2 para o modelo infeccioso com
C. albicans e 2,6 para 0 modelo de infeccdo por A. niger. Esses dados mostram uma maior
sensibilidade na deteccdo de infec¢Bes causadas por C. albicans do que por A. niger, entretanto
mantendo a capacidade de diferenciar infeccdo fangica de inflamagdo, uma vez que, a relagdo
T/NT foi de 1,2 para o foco de inflamag&o estéril.

Embora o radiotragador desenvolvido por Reyes e colaboradores (2011) [11] apresenta a
diferenciagdo do processo inflamatorio estéril da infeccdo fungica induzida, a estabilidade da
marcacdo permanece por até 2 horas, com queda de 50% quando em presenca dos aminoacidos
histidina e cisteina, denotando interferéncia resultante da troca de ligantes. Essa avalia¢do in vitro
é potencialmente desfavoravel na escolha do %MTc-tricarbonil-voriconazol como agente
promissor entre 0s compostos azolicos no diagndstico de infecgdes precoces por C. albicans.

3.2. Equinocandinas marcadas com *M™Tc

Os artigos que utilizaram as equinocandinas com finalidade de desenvolver radiotragadores
especificos para diagnostico de infecg@es flngicas utilizaram o precursor %™ Tc-tricarbonil para
formacdo do complexo de marcacdo. Tanto a caspofungina quanto a anidulafungina sdo
introduzidas ao precursor por meio da substituicdo das moléculas de &gua coordenadas. Este
método de marcacao evita a formagdo de um produto volumoso e ndo altera o ntcleo lipopeptideo
hexaciclico ou a cadeia lateral de &cido graxo N-acil, estruturas importantes para agao antifingica.
Ambos precursores *®™Tc-tricarbonil foram obtidos com rendimento superior a 90% por Reyes e
colaboradores (2014) [10] e El-Kawy e colaboradores (2020) [12]. Tanto a marcacdo para a
obtencdo de *™Tc-tricarbonil-anidulafungina quanto **™Tc-tricarbonil-caspofungina, envolveu
aquecimento em banho maria a uma temperatura de 60°C a 70°C por 30 minutos. Também
ocorreu em ambos 0s complexos o ajuste de pH proximo a 7 utilizando-se tampédo fosfato
(NaH2PQy).

Reyes e colaboradores (2014) [10] observaram que *™Tc-tricarbonil-caspofungina permaneceu
estavel em meio de marcacdo por até 20 horas, com auséncia de produtos de degradacdo. A
estabilidade em plasma foi superior a 90% em até 4 horas, porém a ligacao a proteinas plasmaticas
sofreu diminuig&o para 70%, diferente da molécula de caspofungina ndo marcada que pode chegar
a>90% de ligacdo a proteinas do plasma, diminuicéo ocasionada pela incorporacéo do precursor
tricarbonilico. O mesmo perfil de diminuicdo de ligacdo a proteinas plasmaticas foi observado
para o complexo **™Tc-tricarbonil-anidulafungina, porém, a estabilidade da marcacédo foi de 12
horas, e quando na presenca de plasma, permaneceu com estabilidade superior a 90% em até 10
horas.

Na avaliacdo biolégica do complexo *™Tc-tricarbonil-anidulafungina obteve-se ~6,5% ID/g para
a lesdo induzida por C. albicans e ~5,2 % ID/g para lesdo induzido por A. fumigatus, ambos apds
2 horas de injecdo do composto. As captacdes para inflamacéo estéril (~1,9% ID/g) e infeccdo
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bacteriana (~1,8% ID/g) demonstram acumulacéo inespecifica apos 2h, o que reflete a capacidade
do complexo em diferenciar processo infeccioso bacteriano de processo infeccioso fungico e
inflamagdo estéril.

3.3. Polienos marcados com *™T¢

De maneira semelhante aos autores citados anteriormente, Fernandez e Teran (2017) [14]
elaboram um complexo com anfotericina B radiomarcada utilizando-se o precursor *MTc-
tricarbonil, mas também lancaram médo de um precursor de *™Tc-nitreto que foi obtido ap6s a
derivatizacdo da anfotericina B a fim de permitir a formac&o do complexo. Ambos 0s precursores
apresentaram pureza radioquimica superior a 90%, no entanto, apenas o complexo %*MTc-
tricarbonil apresentou caracteristicas adequadas para os estudos de biodistribuicdo em modelo
animal.

Para 0 modelo de infeccdo in vitro desenvolvido por Page e colaboradores (2020) [13] foram
utilizadas células em monocamada HPAEC e optaram por modelos infecciosos utilizando-se A.
fumigatus e Rhizopus arrizus (microrganismo responsavel pelos quadros de mucormicose). O
complexo *™Tc-anfotericina B foi capaz de reconhecer o foco infeccioso fingico e de diferenciar
do foco bacteriano com Staphylococcus aureus. Esse complexo foi obtido em meio de reacdo
com pH 7 com estabilidade em plasma humano em até 4 horas ap6s a marcagao.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos elucidaram as principais caracteristicas envolvendo o processo de marcagao
de antifungicos tradicionalmente empregados na clinica ressaltando o is6topo *™Tc, fundamental
no direcionamento de estudos pré=clinices. Ainda, a marcacdo de antifingicos apresentam
importante aplicacdo na deteccdo de infecgdes flngicas a curto prazo, com destaque para
diagndstico diferencial entre infecgdes fungicas e inflamacGes estéreis.
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