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RESUMO

A doenca de Chagas é endémica na América Latina e afeta aproximadamente 6 - 7
milhdes de pessoas em todo o mundo. Esta doenca € causada pelo protozario Trypanosoma
cruzi e considerada negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). A doenca se
diferencia em duas fases bem distintas: a fase aguda, que se inicia entre 4 a 10 dias apés a
picada do vetor e, a fase crbnica. Apesar da fase cronica da doenca néo ter cura, a fase aguda
é passivel de tratamento. Entretanto, a dificuldade reside no fato dela passar despercebida.
Recentemente, o uso de imagem por tomografia por emissdo de pésitrons (PET) foi sugerido
como uma ferramenta promissora para detetar a inflamag¢&o do miocéardio originada pela
doenca. Além disso, vérios estudos tém demonstrado a capacidade do Trypanosoma cruzi de
se adaptar ao seu microambiente (local de infecdo no corpo humano), levando a um processo
inflamatoério com producé@o de ROS e NOS, associados a um ambiente hipdxico. Desta forma,
os radiofarmacos [**F]FDG (marcador de inflamacéo) e o [*F]JFMISO (um marcador de hipéxia)
foram utilizados neste estudo para avaliar através da imagem PET, o curso de desenvolvimento
da doenca de Chagas desde a fase aguda até a fase cronica da doenca.

Os nossos resultados mostraram que, in vitro, o T. cruzi ndo capta [*®FJFDG, mas
apresenta uma captacdo pronunciada do radiofarmaco [*FJFMISO. As diferentes fases da
doenca de Chagas foram simuladas em camundongos C57BL/6 utilizando a cepa Y do T. cruzi.
Através de estudos de biodistribuicdo e imagem PET, na fase aguda, foi possivel observar uma
maior captacdo no coracdo e musculo utilizando o radiofarmaco [*®F]JFDG e, nos intestinos e
musculo, utilizando o [*¥F]JFMISO, em camundongos infectados quando comparados aos
camundongos saudaveis. Com a progressdo da doenca (fase intermediaria e cronica),
verificamos uma maior captacédo do [*®F]FDG no coracéo, misculo e estdmago e uma maior
captacao do [*®F]JFMISO nos intestinos dos animais infectados em comparacéo com os animais
saudaveis. Além disso, foi possivel verificar que tanto o [*¥F]JFDG quanto o [*¥F]JFMISO
apresentam uma taxa de eliminacdo dos tecidos mais lenta nos animais infectados (em
qualquer fase da doenca) qguando comparado com os animais néo infectados, sugerindo uma
maior retencdo dos tecidos.

Apesar dos radiofarmacos utilizados neste trabalho terem demonstrado um aumento de
captacdo nos locais de inflamacdo e infecdo nos animais infectados com T. cruzi em
comparag¢do com animais saudaveis, nao foi possivel obter uma imagem diagnéstica de alto
contraste devido a captacdo intrinseca do [*®F]FDG no coracdo e, da via de excrecdo do
[*FJFMISO passar pelo intestino, limitando a utilizacdo desses dois tracadores na PET
diagnostica da doenca de Chagas. No entanto, foi possivel demonstrar a importancia da
ferramenta PET como ferramenta diagnéstica da doenca de Chagas abrindo portas para

estudos com outros radiofarmacos.
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ABSTRACT

Chagas disease is endemic in Latin America and affects approximately 6 - 7 million
people worldwide. This disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and is
considered neglected by the World Health Organization (WHO). The disease is
differentiated into two very distinct phases: the acute phase, which begins between 4 and
10 days after the vector bite, and the chronic phase. Although the chronic phase of the
disease has no cure, the acute phase is treatable. However, the difficulty lies in the fact that
it goes unnoticed. Recently, the use of positron emission tomography (PET) imaging has
been suggested as a promising tool to detect myocardial inflammation caused by the
disease. In addition, several studies have demonstrated the ability of Trypanosoma cruzi to
adapt to its microenvironment (site of infection in the human body), leading to an
inflammatory process with production of ROS and NOS, associated with a hypoxic
environment. Thus, the radiopharmaceuticals [**F]JFDG (an inflammation marker) and
[*®F]FMISO (a hypoxia marker) were used in this study to assess, through PET imaging, the
course of development of Chagas disease from the acute phase to to the chronic phase of
the disease.

Our results showed that, in vitro, T. cruzi shows a low [*®F]FDG uptake and a high
uptake of [*®F]JFMISO. The different stages of Chagas disease were simulated in C57BL/6
mice using the T. cruzi Y strain. Through biodistribution studies and PET imaging, we
showed that in the acute phase there was an incereased uptake of [*®F]FDG in the heart
and muscle and, an higher uptake of [*®F]JFMISO in the intestines and muscle of infected
mice when compared to healthy mice. With the progression of the disease (intermediate
and chronic phase), we observed a greater uptake of [*3F]FDG in the heart, muscle and
stomach and a greater uptake of [**F]JFMISO in the intestines of infected animals compared
to healthy animals. In addition, it was possible to verify that both [*®F]FDG and [*3F]FMISO
show a slower tissue elimination rate in infected animals (at any stage of the disease) when
compared to non-infected animals, suggesting a greater retention of the tissues.

Although the radiopharmaceuticals used in this work demonstrated an increase
uptake at sites of inflammation and infection in animals infected with T. cruzi when
compared to healthy animals, it was not possible to obtain a high-contrast diagnostic image
because of the intrinsic uptake of [*®F]FDG in the heart and [*®F]JFMISO uptake in the
intestines (its excretion pathway), limiting the use of these two tracers for PET diagnosis of
Chagas disease. However, it was possible to demonstrate the importance of PET as a
diagnostic tool for Chagas disease, which pave the way for further studies using other

radiopharmaceuticals.
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LISTA DE ABREVIACOES

[*®F]FDG: [*8F] Fluoro-2-Desoxi-D-Glucose

[*F]FMISO: [*8F] Fluoromisonidazol

CCD: Cromatografia em Camada Delgada

CDC: Centers for Disease Control and Prevention.

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle's Medium

DND:i: Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi)
DTU: Discrete Typing Units

IFN: Interferon

IL: Interleucinas -

LIT: Liver Infusion Tryptose

NADPH: Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina
NITTP: 1-(2-nitro-10-imidazolil)-2-O-tetra-hidropiranil-3-O-
toluenossulfonilpropano-diol

NO2: Grupo Nitro

O2: Superoéxido

OMS: Organizagdo Mundial de Saude

OTf: Grupo triflato

PET / CT: Tomografia por Emissado de Pdsitrons / Tomografia
Computadorizada

pH: Potencial hidrogenidnico

RNS: Reactive Nitrogen Species

ROS: Reactive Oxygen Species

Sny: Substituicdo nucleofilica bimolecular

TFA: Acido Trifluoroacético

TNF: Fator de Necrose Tumoral


https://www.cdc.gov/
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas € causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, descoberta em
1909 por Carlos Chagas em Minas Gerais- Brasil. E endémica em grande parte do territério
americano (Ministério da Saude, Manual Operacional) e afeta aproximadamente 6 e 7
milhdes de pessoas em todo o mundo (OMS 2022). Sendo um verdadeiro problema de
saude e um desafio médico-sanitario, pela alta prevaléncia e alta morbimortalidade que
produz nas popula¢des rurais, marginais e de baixa renda (Ministério da Saude Bolivia
2007 Manual Operacional).

Por meio de diversos estudos sobre a doenca de Chagas foram demonstrados
niveis muito elevados de diversidade genética do Trypanosoma cruzi e, um grande nimero
de marcadores genéticos que foram usados para estratificar a espécie em varias
subdivisGes. Muitas evidéncias apoiam a existéncia de uma estrutura multiclonal das
populagdes de T. cruzi (Tibayrenc M. et al., 1991); (Tibayrenc M. et al 2002); (Sturm et al,
2010). A elevada diversidade genética, e as unidades discretas de tipagens, conhecidas
pela sigla DTU (do inglés discrete typing units), que classificam em seis DTUs, nhomeadas
de Tcl a TcVI as cepas do T. cruzi (Lemes. M., et al 2022): apresentam caracteristicas
bioldgicas distintas, provavelmente relacionadas com as diferentes apresentacdes clinicas
da doenga de Chagas como as manifestagfes cardiacas e digestivas. (Breniere SF et al
1995)

Essas diferencas sdo expressas nos niveis de parasitemia e tropismo por
determinados 6rgaos, bem como no desenvolvimento de varias patologias em mamiferos
infectados, incluindo o ser humano. (Garcia A. 2011).

A doenca de Chagas néo é transmitida diretamente pela picada de insetos triatomineos;
a transmisséo ocorre quando o individuo coca o local da picada e, o T. cruzi presente nas fezes
eliminadas pelo triatomineo infectam o hospedeiro (OMS Serie de informes técnicos 1991). A
doencga na fase “aguda” ocorre imediatamente apds a infecgao, podendo ser assintomatica ou
leve, apresentando sintomas como febre ou inflamacéo ao redor do local da inoculagdo (CDC
2016). Apds a fase aguda, as pessoas entram em uma fase crénica “indeterminada”, que pode
durar anos ou décadas nos quais 0s parasitas ainda estao presentes nos tecidos dos 6rgaos
(DNDi 2022).

Posteriormente a maioria das pessoas infectadas entram em um estagio prolongado da
doenga chamada “crénica” durante o qual muito pouco ou nenhum parasita € encontrado no
sangue (CDC 2016). Nesta fase, muitas pessoas podem ndo apresentar sintomas ao longo da
vida associados a doenca de Chagas. No entanto, estima-se que entre 20% e 30% das pessoas
infectadas experimentaréo problemas médicos debilitantes, e as vezes potencialmente mortais
(CDC 2016).
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A doenca de Chagas passa por muitas variaveis de estudo, que tornam suas pesquisas
muito interessantes. Assim varios estudos mencionam a capacidade do Trypanosoma cruzi, em
funcéo da adaptacdo de seu microambiente, produzir vesiculas extracelulares que intervém na
prevencdo da resposta imune e fatores relacionados as espécies reativas de oxigénio ROS
(Reactive Oxygen Species), assim como espécies reativas de nitrogénio RNS (Reactive
Nitrogen Species), associado a hipéxia (Maldonado E 2020).

Da mesma forma, outra variavel que se destaca na doenca de Chagas, causada
pelo Trypanosoma cruzi, sdo os estagios morfolégicos, que o parasita adota (chamados de
amastigota, epimastigota e tripomastigota). Que estéo relacionadas ao tipo de hospedeiro
em gue se encontra e a fase da doenca, entre os principais aspectos (Apt W. et al 2008)
(Tyler KM. et al 2001).

Desse modo, o0 presente estudo tem como objetivo avaliar a capacidade de
deteccdo do Trypanosoma cruzi por meio de PET / CT utlizando radiofarmacos
convencionais como [*¥F]FDG e [*¥F]FMISO, em modelos murinos, infectados com a

linhagem Il cepay.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Este estudo teve como objetivo utilizar os radiofarmacos [*®F]FDG e o [*®F]FMISO para
avaliar através da imagem PET/CT, estudos de biodistribuicdo e farmacocinética, o curso

de desenvolvimento da doenca de Chagas desde a fase aguda até a fase cronica.

2.2. Objetivos especificos

1. Realizar a sintese e controle de qualidade dos radiofarmacos [**F]FDG e do
[*®F]FMISO;

2. Realizar ensaios de ligacdo in vitro em cultura celular com os radiofarmacos
[*®F]FDG e [*¥F]FMISO;
Infectar animais C57BL/6 com T. cruzi;
Realizar estudos de biodistribuicdo, farmacocinética e imagem PET/CT com
[*®F]FDG e do [*¥F]JFMISO na fase aguda, indetermindada e cronica da infeccdo

com T. cruzi.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A doenca de Chagas é uma afecc¢éo tropical negligenciada que afeta principalmente
a América Latina. Devido as suas caracteristicas € uma condicdo complexa, de dificil
erradicacao e cujo tratamento nao é totalmente eficaz (Manual Operativo do Ministério da
Saude) (APT, W.; Zulantay, 2011). A doenca de Chagas (CDC 2012), (DNDi 2022, OMS
1991), tem as seguintes fases:

Fase aguda: As pessoas infectadas geralmente apresentam sintomas leves ou
nenhum sintoma. A duracéo desta fase € de aproximadamente 8 semanas, e 0s parasitas
podem ser encontrados no sangue circulante. Os sintomas podem incluir erup¢des cutaneas,
nddulos inchados, febre, dor de cabeca, linfonodos aumentados, nauseas, diarreia, vémitos e
falta de ar (DNDi 2022).

Fase crbnica: A maioria das pessoas com infeccdo cronica permanecem
assintométicas por toda a vida na auséncia de tratamento. Nesta fase, e dependendo do tempo
decorrido desde a infec¢cdo, muito poucos parasitas ou henhum sdo encontrados no sangue
circulante (CDC 2016, CDC 2012, DNDi 2022). A fase cronica tem dois aspectos muito
importantes para ser considerados: A fase crdnica indeterminada e a fase cronica tardia (DNDi
2022) (OMS 1991),

e Fase cronica indeterminada: E posterior a fase aguda, pode durar anos ou
décadas. Os parasitas ainda estao presentes nos tecidos e 6rgaos, apesar da
auséncia de sintomas. Pessoas na fase indeterminada podem transmitir a
doenca (DNDi 2022).

¢ Fasecrbnicatardia: Nesta fase, entre 30% e 40% das pessoas infectadas pelo
Trypanosoma cruzi evoluem para uma fase cronica tardia com manifestagdes
clinicas caracteristicas da doenca de Chagas (DNDi 2022), relacionados a
danos cardiacos, como insuficiéncia cardiaca progressiva, alargamento do trato
digestivo e disturbios motores gastrointestinaism entre outros sintomas (DNDi
2022).

3.1 Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

Uma variavel que se destaca na doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma
cruzi, sdo os estagios morfoldégicos que o0 parasita adota, e que estdo relacionadas
principalmente ao tipo de hospedeiro em que se encontra (Apt W. et al 2008) (Tyler et al
KM. 2001).

Em seu ciclo de vida (Figura 1), o Trypanosoma cruzi aparece em quatro formas
diferentes, dependendo principalmente do hospedeiro e do local onde vive. Essas formas

sdo: epimastigota, tripomastigota metaciclico, amastigota e tripomastigota sanguinea.
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O ciclo se inicia com as formas de tripomastigotas sanguineos ingeridos pelo inseto
vetor durante uma picada em um hospedeiro infectado, que posteriormente se
diferenciardo em sua forma replicativa de Epimastigotas flagelados no intestino de
triatomineos. Porém, na ampola retal do inseto vetor os parasitas se transformam
novamente em Tripomastigotas metaciclicos, que sao formas flageladas e infecciosas para
0 hospedeiro vertebrado. Portanto, os Tripomastigotas metaciclicos s&o expelidos
juntamente com as fezes do hospedeiro invertebrado. Para dar continuidade ao ciclo
infeccioso, 0 parasita entra no hospedeiro vertebrado através de microlesdes na pele ou
mucosas do hospedeiro.

Uma vez no hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas tém a capacidade de
infectar uma grande variedade de células nucleadas, onde se diferenciam na forma
replicativa conhecida como amastigota, que ocupa o citoplasma da célula hospedeira até
se diferenciar novamente para a forma tripomastigota, neste caso chamado tripomastigota
sanguineo.

Os tripomastigotas liberados pelas células hospedeiras entram na corrente
sanguinea e podem invadir novamente outras células nucleadas, ou podem ser ingeridos
por um novo inseto vetor, completando assim o ciclo de vida do parasita (Brener Z. 1973,
Silva O.A.C. 2017).
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Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (adaptado de Argolo et al., 2008)
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3.2 Variabilidade genética, de Trypanosoma cruzi

Diversos estudos sobre a doenga de Chagas, mostram niveis muito elevados de
diversidade genética, de Trypanosoma cruzi, e um grande numero de marcadores
genéticos tem sido usado para estratificar a espécie em varias subdivisdes. Muitas
evidéncias apoiam a existéncia de uma estrutura multiclonal das popula¢des de T. cruzi
(Tibayrenc M. et al., 1991); (Tibayrenc M. et al 2002); (Sturm et al, 2010). Portanto, o T.
cruzi é uma espécie heterogénea, consistindo de varias subpopula¢cdes com diferentes
caracteristicas bioquimicas, biolégicas e genéticas (Macedo et al., 2004).

A diversidade genética do T. cruzi permite sua classificacdo em sete linhagens
diferentes, sendo: seis DTU (Discrete Typing Units), de Tcl a TcVI, e um sétimo genétipo,
TcBat (Zingales B. et al 2009), (Zingales B. et al 2018), (Marcili A. et al 2009), que
inicialmente foi identificado em varias espécies de morcegos (Ramirez JD et al 2014).

Qualquer linhagem de T. cruzi pode infectar humanos, entretanto, Tcl, Tcll, TcV e
TcVI sdo as UTDs mais associadas a infec¢cdes humanas em ciclos de transmissao
domiciliar em &areas endémicas (Zingales B et al 2012), (Messenger LA. et al 2015). No
Brasil, Tcll e TcVI sdo as DTUs de T. cruzi mais frequentemente identificadas em infecgbes
humanas (Rodrigues-Dos-Santos | et al 2018), (Ribeiro AR et al 2018).
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A elevada diversidade genética, e os isolados apresentam caracteristicas biologicas
distintas, provavelmente relacionadas com as diferentes apresentacdes clinicas da doenca
de Chagas como a forma indeterminada, manifestacdes cardiacas e digestivas). (Bosseno
MF. et al 2000). Essas diferencas sao expressas nos niveis de parasitemia e tropismo por
determinados 6rgaos, bem como no desenvolvimento de varias patologias em mamiferos
infectados, incluindo o ser humano. (Garcia A. 2011).

Da mesma forma, quando o T. cruzi entra no hospedeiro, a primeira linha de defesa
€ ativada, ou seja, a resposta imune inata (Almeida I.C. et al 2000), por meio da sinalizacéo
do receptor Toll (TLR) e ativacdo de macrofagos por glicoproteinas semelhantes a mucina
(Almeida I. C. et al 2001), (Ferguson M. A. J. 1999); resultando no aumento da producéo
de IL-12, IFN- y e 6xido nitrico (NO) (Campos M. A. S. etal 2001).

Porém, o Trypanosoma cruzi responde a variagcdo das mudangcas por possuir
plasticidade morfogenética para se adaptar a um microambiente especifico, mimetizando
propriedades bioldgicas e antigénicas, como pdde ser observado no estudo de Graterol D.
et al 2013 através do cultivo do Trypanosoma cruzi com diferentes tensées de oxigénio
(Graterol D., et al 2013). Por tanto parece indicar que o Trypanosoma cruzi é altamente
afetado pelas condi¢cdes que o cercam durante as fases de infeccdo razdo pela qual esta
pesquisa, prentede aplicar o [**F]FMISO devido as suas propriedades como radio-tracador
na imagem PET, permitiendo uma avaliagdo ndo invasiva da hipoxia tecidual.

E importante destacar que o mundo moderno atualmente esta aplicando diversas
tecnologias para solucionar os problemas da sociedade, ainda mais os relacionados com
a saude, portanto, o diagndstico de diversas patologias requer o acompanhamento in vivo
das alteracdes patologicas, morfologicas e funcionais no individuo acometido. Por tanto
esse aspecto foi sido observado por este trabalho e por diversos pesquisadores que
consideram a aplicacdo das técnicas de medicina nuclear, por meio de radiofarmacos como
um componente essencial na pesquisa cientifica, ndo sé na patologia oncolégica, mas
também dos aspectos envolvidos na avaliacdo da progressdo da infeccdo. Assim, por
exemplo, no estudo de Salimy M.S. et al 2017, concentrou suas pesquisas em achados
anormais de PET [*¥F]FDG e [®?Rb] na Cardiopatia Chagasica, obtendo imagens em um
caso clinico de um paciente acometido pela patologia chagasica, indicando a aplicacéo
desse tipo de etiologia para auxiliar na distingdo entre sarcoidose cardiaca ativa e outras
etiologias de cardiomiopatia ndo isquémica. Da mesma forma Garg, G. et al 2016, avaliou
a captacdo cardiaca de [*®F]FDG na doenca de Chagas. Portanto, as nocdes gerais desta

tecnologia no campo de aplicacdo da medicina nuclear serdo desenvolvidas a seguir.
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3.3 Tomografia por Emissao de Pdsitrons/Tomografia Computarizada
O sistema hibrido de tomografia por emissao de poésitrons/tomografia computadorizada
(PET/CT) é uma modalidade de imagem ampliamente utilizada em medicina nuclear.
Atualmente, esses exames sdo realizados em aparelhos sincronizados com tomografia
computadorizada que permitem combinar as imagens metabolicas com as anatdmicas, obtidas
respectivamente para as duas técnicas que fornecen imagens mais detalhadas de areas
internas do corpo. — acronimo PET-CT, do inglés PET-CT, Positron Emission Tomography —

Computed Tomography. (Visioni, A. et al 2011).

Figura 2. Aquisi¢do de imagens com PET
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Fonte: Adaptado de University of UTAH. Huntsman Cancer institute 2000

A base para a aquisicdo da imagem consiste no decaimento e emissao de pdésitrons
do radioiso6topo emissor de radiacdo B+ que foi injetado no paciente. Portanto, essas
moléculas podem colidir com um elétron cortical do tecido, essa aniquilacdo d& origem a
emissdo de dois raios gama fundamentalmente de 511keV na mesma direcdo e direcbes
opostas, como mostra a Figura 2. A imagem € obtida por meio da deteccao de fétons gama
emitidos pelo paciente, para isso os fétons devem vir da mesma direcdo e em direcbes
opostas além de serem detectados concomitantemente em uma janela de tempo de
nanossegundos), (Phelps M.E. 2000) (Bicher B.J B.J. et al 2008).

O (PET/CT) tornou-se um meétodo fundamental na avaliacdo oncoldgica na prética

clinica atual. Dentro dos Ultimos anos, tornaram-se evidentes novas aplicacbes para esta



22

técnica, como a avaliacdo de patologias inflamatorio-infecciosas, que geralmente apresentan
um aumento mensuravel no metabolismo (Gerhard F et al 2017), além do acompanhamento
de resposta terapéutica precoce de muitas doencas. (Avila R.M.A. et al 2010).

A tecnologia PET/CT pode ajudar a revelar a fungcdo metabdlica ou bioquimica de
tecidos e 6rgaos. No procedimento é usado um radiofarmaco ou radiotracador administrado
por via intravenosa, quando absorvido pelas células, nesse local ocorre emissao de raios
gama que sdo captados por um detector de radiagbes (tomografia por emissdo de
positrons), acoplado a um computador que forma as imagens. A quisicdo de imagens
funcionais do PET associadas as imagens da tomografia computadorizada (CT) de alta
resolucao e baixa dose de radiacdo, sdo adquiridas num intervalo de tempo determinado
ap6s a administracdo do radiofarmaco por via endovenosa, a depender do objetivo
diagnéstico. (Phelps ME 2000) (Avila R. M.A. et al 2010).

Dentro os radiofarmacos emissores de pdsitrons com meia-vida curta, a [**F]FDG, um
analogo da glicose, é o mais comumente utilizado. O seu acumulo depende do
metabolismo glicolitico nos diversos 6rgaos e tecidos. (Jacobson et al., 2015); (Conti M. et al
2016). (Bicher B.J. et al 2008). Alem da [*®F]FDG existem diversos outros tragcadores
emissores de pasitrons ja em uso clinico no mundo, e outros ainda em desenvolvimento,
nas areas de oncologia, neurologia, cardiologia, e outros. (Dimen. 2010). (Jiang, L. et al
2014). Eventuais lesdes encontradas nos exames de PET/CT podem ter sua intensidade
de captacdo quantificada, gerando um valor numérico SUV (standard uptake value), que
expressa a atividade metabdlica desta lesdo. Esta quantificacdo tem valor no

acompanhamento da evolu¢do da doencga (Dimen. 2010). (Jiang, L. et al 2014).

3.4 Descricdo, mecanismo de acédo e metabolismo de [*¥F]FDG

O radiofarmaco [*®*F]JFDG tem como molécula ativa a 2-desoxi-2-[*®F]fluoro-D-
glicose, cuja formula molecular corresponde a C¢H11¥FOs com peso molecular de 181,26
daltons e meia-vida de 109,7 minutos. O flior [*®F] decai por emissao de positrons (B+) Os
principais fétons Gteis para o diagndéstico por imagem séo os fétons gama de 511 keV, que

resultam da interacao do poésitron emitido com um elétron (Tabela 1) (Cunha J. 2022).

Tabla 1. Principais dados de emisséo de fltior 18F

Radiacdo/Emisséao % por Desintegracao

Positron (B+) 96.73 249.8 keV

Gamma (2)* 193.46 511.0 keV
Fonte: Adaptado em portugués de Kocher, D.C. "Radioactive Decay Tables" DOE/TIC-11026, 89
(1981).
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As enzimas hexoquinases presentes nas células catalisam a etapa mais essencial
e inicial do metabolismo celular da glicose. Essas enzimas tém uma alta afinidade pela
glicose e a convertem em glicose-6-fosfato, criando um gradiente descendente que resulta
no aumento da difusdo facilitada de glicose através de transportadores facilitadores de
glicose (GLUT1-13) (Avril N. 2004). A fosforilacdo rapida por hexoquinases aprisiona a
molécula de glicose dentro da célula pois a glicose-6-fosfato é impermeavel a difusédo
membranar. As células saudaveis normalmente metabolizam a glicose-6-fosfatopor
diferentes vias, dependendo do seu estado energético (Suolinna EM et al 1986).

A 2-desoxi-2-[*®F]fluoro-D-glicose ([*®F]FDG), € um analogo da molécula de glicose,
No entanto, ndo possui O grupo hidroxila na posicdo 2-C. Em vez disso, contém o
radioisétopo [*®F] (Suolinna EM et al, 1986). Portanto, quando entra na célula usando os
receptores GLUT1 ou GLUTS3, torna-se fosforilado e ndo é posteriormente metabolizado.
Para continuar o processo de glicélise, o oxigénio 2 da molécula de glicose deve ser
desfosforilado pela glicose-6-fosfatase para sair da célula, porém a molécula de [*¥F]FDG-
6-fosfato formada néo entra na via glicolitica antes do decaimento da radioatividade (L6pez
DA et al 2017) (Suolinna EM et al, 1986).

Figura 3. Estrutura e metabolismo do [*®F]FDG. A [*®F]FDG ¢ fosforilada pela hexoquinase ficando
metabolicamente aprisionada e acumulada dentro das células em forma proporcional ao
metabolismo da glicose. A [*®F]FDG ¢ transportada para as células por GLUTs em paralelo com a
glicose. Na [*®F]FDG, o [*8F] ¢ substituido pelo grupo hidroxila normal (-OH) na posi¢do C-2 da
molécula de glicose.ADP = adenosina difosfato, ATP = adenosina trifosfato, 6P = 6-fosfato.
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Fonte: (Kobayashi K. Et al. 2012) (Haro E. 2009)

A [*F]FDG é concentrada em células que dependem da glicose como fonte de
energia, ou em células cuja dependéncia de glicose é aumentada em condi¢cbes
fisiopatoldgicas (Suolinna EM et al, 1986). Particularmente quando se tem em conta a
diferenca cinética entre o transporte da glicose, e a fosforilacéo é levada em consideracéo,
a [®F]FDG que é expressa como a proporcéo da "constante concentrada”, e sera usada

para avaliar o metabolismo da glicose (Cunha J. 2022).
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Portanto, conforme descrito acima, a distribuicdo de [**F]JFDG é um bom reflexo da
distribuicdo no consumo e fosforilagdo da glicose nas células do corpo (Kawada K., et al,
2016, Kawai N. et al, 2013).

A injecdo da [*®F]FDG é rapidamente distribuida para todos os érgédos do corpo
ap6s administracdo intravenosa. A imagem PET é ideal apdés 30 a 40 minutos de
administracdo. A analise da imagem deve levar em conta varias considera¢des como: A
atividade de fundo, o tipo especifico de 6rgdo ou tecido e as regibes de captacao:
Aumentada, Diminuida ou Ausente de [**F]JFDG em comparagdo com os valores normais
(Cunha J. 2022).

3.5 Descricdo, mecanismo de acdo e metabolismo de [*¥F]FMISO

O [*®F] Fluoromisonidazol ([*¥*F]JFMISO) é um radiofarmaco que vem sendo
amplamente utilizado em estudos pré-clinicos e clinicos, foi o primeiro radiofarmaco
desenvolvido para obter imagens PET de hip6xia com base em nitroimidazol (Rasey JS et
al 2000) para avaliagdo, prognoéstico e quantificacdo da hipdxia tumoral e, portanto, do
microambiente tumoral (Rajendran JG. et al, 2015). O [*8F]FMISO é sintetizado a partir de
um precursor comercial que possui a estrutura quimica de 1-(2'-Nitro-1'-imidazolil)-2-O-
tetra-hidropiranil-3-O-toluenossulfonil-propanodiol (precursor NITTP para [*®F]FMISO ABX
2022).

A ligacéo do [*®F]FMISO as células depende do estado de oxigenacéo do tecido e
é reversivel na primeira etapa (Figura 4), portanto parte da [**F]FMISO acaba retornando
a circulacao e é excretada pelo rim e bexiga sem ser previamente metabolizada pelo figado
(Lee ST, et al 2007). O [*¥F]FMISO néo fica preso no tecido necrético porque o transporte
de elétrons mitocondrial esta ausente. Além disso, parte do [*®F]JFMISO é excretada como

conjugado pelos rins (Investigator's Brochure 2013).

Figura 4. Mecanismo de reducéo e actimulo de [*®F]JFMISO nas regiées tecidulares hipéxicas.
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O [*®F]FMISO é um sensibilizador de células hipdxicas a base de azomicina, seu
mecanismo de acéo é que [**F]JFMISO é reduzido por hipdxia e se liga covalentemente a
moléculas celulares em taxas que sdo inversamente proporcionais a concentracdo de
oxigénio intracelular, em vez de por interacfes bioquimicas subsequentes (Prekeges JL.
et al 1991). A ligagdo covalente dos nitroimidazéis ocorre por alquilagdo biorredutiva
baseada na reducdo da molécula através de uma série de etapas de 1 elétron na auséncia
de oxigénio (McClelland RA. 1990).

Os produtos de hidroxilamina e o produto de reducdo de 2 elétrons ligam-se de
forma estavel a macromoléculas, como DNA, RNA e proteinas nas células (Figura 5).
Entdo, na presenca de oxigénio, ocorre um ciclo, no qual o primeiro produto de reducéao de
1 elétron, que € um anion radical nitro, é reoxidado a nitroimidazol original, com a producao
simultdnea de um anion radical oxigénio (Investigator's Brochure 2013). A especificidade
da reacdo € aumentada uma vez que tanto a reducdo quanto a ligacdo ocorrem dentro da
mesma célula (Wiebe LI et al, 1996, Chapman JD et al 1981).

Figura 5. Metabolismo de 2-n nitroimidazois com [*8F]FMISO
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Fonte: Investigator's Brochure 2013.

A Figura 6 mostra como as mitocOndrias perdem continuamente elétrons nas
células vivas, que sdo absorvidas pelo aceptor de elétrons terminal, O.. Na auséncia de
oxigénio, torna-se um agente alquilante e é retido nas células em um nivel inversamente
relacionado a concentracdo de O,. O radical anion RNO, que se reduz por um segundo

elétron, se acumula até uma concentracao de estado estacionrio. Se o O estiver presente
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em concentra¢do adequada, o anion radical RN O, cede seu elétron extra ao O; e retorna
ao [*®*F]FMISO original no ciclo (Rajendran JG. et al 2015).

Figura 6. Mecanismo de acio do [*®F]FMISO
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4. MATERIAIS E METODOS
Este trabalho teve as seguintes etapas de investigagéo:
4.1. Producéo dos radiofarmacos [*®F]FDG e [*®F]FMISO;
4.2. Cultura celular de LLC-MK2, amastigotas e tripomastigotas de T. cruzi;
4.3. Infeccdo em modelos experimentais;
4.4. Estudos de Biodistribuicao;
4.5. Estudos de Farmacocinética;
4.6. Estudos de imagem PET/CT.

4.1. Producéo dos radiofarmacos [*8F]FDG e [*®F]FMISO

Para a producdo do is6topo radioativo [*®F], foi utilizado o ciclotron Cyclone 18
modelo 18 MeV do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN-CNEN/SP). O
fon [*®F] tem uma meia-vida de 109 minutos e foi obtido por irradiacéo de dgua enriquecida
H,0 com prétons de 15 MeV de energia, por meio da reacéo #O(p,n)*F.

A sintese de radiofarmacos e o manuseio de materiais radioativos foram realizados

em celas quentes com blindagem de chumbo Figura 7, Figura 8.

Figura. 7 Médulo de sintese da General Figura. 8. Celas quentes no médulo de sintese
Electric G.E. TRACERIlab MXFDG. de ciclotron.
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Fonte: Autora da dissertagéo. Fonte: Autora da dissertagéo.

4.1.1. Sintese [*®F] Fluoro-2-Desoxi-D-Glucose ([*8F]FDG)

A sintese de [*®F]FDG foi realizada no laboratério de celas quentes do IPEN-
CNEN/SP usando o modulo sintetizador da General Electric G.E. M6dulo Sintetizador
TRACERIab MXgps. O produto final foi obtido apds um tempo de reacdo de 27 minutos e a

sintese prosseguiu conforme reagdo descrita na Figura 9.
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Figura 9. Esquema das etapas de sintese do radiofarmaco [*®F]FDG.
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Brevemente, a sintese iniciou-se pela transferencia do flior-18 para o funil do
médulo de sintese a fim de capturar o material produzido pelo Cyclotron. A atividade foi
recebida e medida por um detector de radiagéo localizado dentro do médulo da sintese.
Posteriormente, a atividade contendo o [*®F]-flGor foi transferida para um cartucho (QMA)
utilizando uma solucdo de carbonato de potassio e um aminopoliéter se formando um
complexo fluorado, (K/K 222)+/[*8F]-F-. Subsequentemente, o complexo foi descarregado
em um tubo de reacdo de borossilicato do tipo Pyrex. O complexo fluorado (K/K 222)+ /[*8F]
F- reagiu com 25 mg da molécula precursora 1,34, 6-tetra -O-acetil-2-O-
trifluorometanossulfonil-B-D-manopiranose. (Manose Triflate, precursor ultra pura para
[*®FJFDG ABX 2022) previamente dissolvida em acetonitrila anidra. O anion ['®F]-F
deslocou o grupo triflato do carbono-2, quebrando uma ligag@o carbono-oxigénio gerando
uma nova ligacdo carbono-[ 8F]-flGor (C-18F) via substituicdo nucleofilica bimolecular
(SN2), que permitiu uma reversdo completa da configuragdo de carbono-2. Devido a
inversdo da configuracéo, 2-desoxi-2-['8F]-fluoro-D-manose ndo é produzido na sintese.
Neste processo, foi produzida 2-[18F]-fluoro-2-desoxil,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
manopiranose.

Devido ao fato de existirem 4 grupos protetores no triflato de manose (Grambhir
S.S.J, 2001), o procedimento a seguir passou pela remoc¢éo destes (desprotecdo). Para
este processo foi utilizada uma solucdo de Hidréxido de Sédio 2M (1 ml fornecido pela ABX
porvisto no kit de reagentes). O Hidroxido de Sodio foi adicionado ao recipiente de reagéo
e aquecido a uma temperatura de 107°C por um periodo de 15 min. Os grupos acetil de 2-
[*®F]-fluoro-2-desoxil,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-manopiranose Lépez DF, et al 2001, foram
convertidos nos grupos hidroxil livres de 2-[*8F]- fluoro-2-desoxi-D-glicose (Padgett, H. C.,
et al 1989).

Posteriormente o produto alvo e alguns subprodutos formados (polimeros [8F]-
FDG, compostos polifluorados, etc.) que ndo sédo de uso clinico foram purificados por
cromatografia de fase reversa (L6pez D. F. A. et al 2004); (Lépez DF et al 2001), (Doepner
Andreas M. 2013).



29

4.1.1.1. Esquema de producdo no moédulo de sintese para [*¥F]FDG
Para a sintese do [*®F]FDG foi utilizado o kit de reagentes da marca ABX, e a
producéo foi feita na celas quentes de sintese. Abaixo encontra-se o0 esquema de produ¢ao

do maédulo de sintese para [*¥F]FDG, acompanhado de uma tabela descritiva (Tabela 2).

Figura. 10. Médulo de sintese GE para [18F]FDG, com os reagentes correspondentes. Fonte:

Protocolo ABX

Fonte: Autora da dissertacao

Tabela 2. Conexdes para sintese no modulo [*8F]-FDG

CONEXOES ‘ CONEXOES

Valvula 1) Recuperacédo de agua O-18

Vélvula 8) Entanol

Valvula 2) QMA,

Vélvula 9) Tampéo

Valvula 3) Eluente

Valvula 10) OHNa 2 M

Valvula 4) Acetonitrila

Vélvula 11) Cartucho de Alumina-N

Valvula 5) seringa de 30 ml

Vélvula 12) Cartuchos de limpeza

Vélvula 6) Precursor de '®F FDG

Vélvula 13) seringa de 30 ml

Valvula 7) Solugéo salina

Fonte: Protocolo ABX 2015 para sinteses de [*®F]-FDG
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4.1.1.2. Controle de qualidade do [*®*F]FDG

O controle de qualidade radioquimico de [*®F]FDG, foi feito por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), utilizado o equipamento Scan-ram Radio CCD detector (Lab
logic), Figura 11, e, suporte de celulose em solvente Acetonitrila 95% v/v. A amostra foi
depositada no suporte CCD em um volume aproximado entre 2 e 3 ul, com atividade
aproximada de 0,82 MBq (22,12 uCi), seguindo os parametros da farmacopeia United
States Pharmacopeial 2017.

Figura. 11. Radiocromatrografo.

Fonte: Autora da dissertacao

4.1.2. Sintese do [*8F] Fluoromisonidazol ([*®F]FMISO)

Para a sintese de [*¥*F]JFMISO o moédulo sintetizador da General Electric G.E
TRACER lab MXFDG também foi utilizado, obtendo-se o produto final apés 58 minutos de
reacdo, usando o kit de reagentes ABX. Para a sintese quimica de [*®F]FMISO foram

considerados os seguintes passos descritos no protocolo de Nieto A. E., 2013, Figura 12.

Figura 12. Esquema das etapas de sintese do radiofarmaco [*®F]FMISO.

=\ [18F]-F- 7 HCI [\

N{\[/Nr/\]/\ OTs , NYN’»\(\mF — = NYN/Y\1SF

No, OTHP Kriptofix) 2.2.2 NO, NO»

Fonte: Nieto A. E.,2013

O ion [*F]-fluoreto foi transferido do ciclotron para o médulo de sintese
TRACERLab Mx desenhado para a sintese de [*®F]FDG e adaptado para a sintese de
[*®F]FMISO (Figura 13) onde foi retido em um cartucho de troca anidnica QMA e eluido
com uma mistura de Kryptofix® 2.2.2/K,COsz; em MeCN/HO. O restante da agua
enriguecida foi recuperado no frasco através do tubo de conexdo. ApGs evaporacdo dos
solventes até a secura, o precursor dissolvido em acetonitrila foi enviado ao reator onde se
encontrava o complexo [*8F]-fluoreto/Kryptofix® 2.2.2.
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A substituicdo nucleofilica com *8F- foi realizada a 100 °C e posteriormente a
temperatura foi reduzida gradualmente para 70 °C. Depois, 0 precursor marcado com [*8F]-
flaor foi transferido para a seringa (bomba 1) e dissolvido em agua, purificado por extracao
em fase sdlida usando um cartucho de fase reversa (C*®). Apds lavagem do cartucho com
agua, o composto marcado foi eluido com etanol no reator. O etanol foi evaporado a 85°C
durante 5 minutos. O precursor marcado com [*8F]-flGor foi hidrolisado com &cido cloridrico
2N a 105°C em um frasco fechado com a solug&o neutralizante. A preparacao foi purificada
usando 3 cartuchos (WAX PLUS, HLB e CROMA(ix clean-up cartridge PS-H+) de alimina
neutra fornecidos por o kit de reagentes de ABX (Nieto A. E. 2013) (Mading P. et al
2006)

4.1.2.1. Esquema de producdo do médulo de sinteses para [*®F]FMISO
Abaixo encontra-se o esquema de producdo do médulo de sintese para [**F]JFMISO

(Figura 13), acompanhado de uma tabela descritiva (Tabela 3).

Figura. 13. Médulo de sintese GE para [*8F]FMISO, com os reagentes correspondentes. Fonte:
Protocolo ABX

Fonte: Autora da dissertacdo
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Tabela 3. Conexdes para sintese no médulo [*3F]FMISO

‘ CONEXOES
Valvula 1) recuperacgao de agua
0O-18, sem

CONEXOES

Valvula 8) bolsa de agua de 100 ml

Vélvula 2) QMA,

Vélvula 10) Seringa de 3 ml contendo 1,5 ml Acido
cloridrico 2 M

Vélvula 3) 7 ml de acetonitrila

Valvula 11) Frasco final com cartucho de Alumina-N, com
filtro estéril com agulha e filtro ventilado; debe se adicionar
3 ml de solucdo tampéo de citrato

Valvula 4) seringa de 30 ml

Valvula 12) Cartuchos de limpeza pré-condicionados (PS-
H +, WAX, HLB, de cima para baixo)

Valvula 5) 10 mg de precursor
dissolvido em 2 ml de acetonitrila

Valvula 13) tubo para cartuchos de limpeza

Valvula 6) entrada do reator,

Valvula 14) seringa de 30 ml,

Valvula 7) Seringa 2,0 ml de 4gua

Fonte: Fonte: Protocolo ABX 2013 para sinteses de [*®F]-FMISO

4.1.2.2 Controle de qualidade de [*¥F]FMISO

A pureza radioguimica do produto radioativo [**F]JFMISO foi realizada por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) da Agilent Tecnologies médulo 1260, e

monitorada por um detector UV e de radioatividade utilizando o radiodetector (Agilent

Interface 35900E Elysia Raytest Gabi) com tecnologia de p-processador de espectrdmetro

gama controlado Figuras 14 e 15.

Para isso, uma atividade de 0,74 MBq (20 uCi) foi transferida para um frasco de

amostra com agua milli-Q. A analise levou em consideracdo as seguintes condicdes:

e Fase estacionaria: Agilent C18 4,6 mm x 250 mm, 5u 100 A.
e Fase movel: Solvente (A) Agua MiliQ + 0,1% TFA, Solvente (B) 100% Acetonitrila.

e Executar: de 10% a 100% de acetonitrila em 30 min.

e Fluxo: ImL/min.

e Comprimento de onda: 280 nm



33

Figura. 14. Cromatografia Liquida de Figura 15. Radiodetector para
Alta Eficiéncia CLAE

_d

Flonte: Autora da dlsertagéo Fonte: Autora da dissertagéo
4.2. Estudo de ligacdo in vitro dos radiofarmacos [*®F]FDG e [*F]FMISO

As células epiteliais de rim de macaco LLC-MK2 (ATCC: CCL-7), Figura 16, e a
cepa de Trypanosoma cruzi cepa y DTU Il foram gentilmente cedidas pela professora Dra.
Maria Julia Mans6 do Laboratério de Bioquimica de parasitas do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo. As células foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle's Medium, Invitrogen) com 10% de soro fetal bovino (GIBCO) com 5% de
CO; a 37°C. Para os estudos de ligacéo in vitro, 1x10° células LLC-MK2 foram cultivadas
em placa de 6 pocos (em triplicata) e subsequentemente infectadas com 1 x 10°
tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y (DTU Tcll) previamente cultivados em meio LIT
(Liver Infusion Tryptose, Invitrogen). Uma vez realizada a infeccao das células LLCMK2
com os tripomastigotas, estas foram incubadas por 24 horas em meio DMEM contendo
2% de soro fetal bovino a 37°C e atmosfera imida com 5% de CO,. Como controle no

estudo de ligacao in vitro foram usadas células LLC-MK2 ndo infectadas.

Figura 16. Células LLC-MK2 em meio DMEM 10% FBS, néo infectadas
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Ao final de 24 horas de incubacédo foram adicionados para cada poco 10 pCi de
[*®F]FDG ou de [*®F]FMISO e as células foram incubadas de acordo com o radiofarmaco:
no caso de [*®F]FDG foi 1 hora e a incubagéo com [*¥F]FMISO foi de 3 horas.

Para os estudos com [*®F]FDG, as células foram previamente mantidas em PBS
(Phosphate Buffer Saline) por duas horas antes da adicdo do radiofdrmaco (Figura 17A)
(Figura 17B). Ao final do periodo de incubacdo com o radiofarmaco, o meio de cultura foi
removido e coletado para um tubo de contador y, e foram realizadas mais 3 lavagens com
PBS. O sobrenadante das trés lavagens subsequentes também foi coletado no mesmo
tubo (Figura 17C). Finalmente as células foram lisadas pela adicdo de 1 mL de tampdao
RIPA e recolhidas para um novo tubo de contador y. A radioatividade de cada tubo foi
medida em um contador gama (Perkin Elmer Wizard2 2470 Automatic Gamma Counter) e
a quantificacdo de proteina em cada tubo foi quantificada através do ensaio BCA (BCA
Protein Assay Kit, Pierce, Thermo Fisher Scientific). Posteriormente foi calculada a
porcentagem de ligacdo do [*®F]FDG ou [*®F]JFMISO as células por miligrama de proteina.
Os dados foram analizados com o teste t de Student utilizando o programa GraphPad
Prism8.

Figura 17. Esquema das etapas realizadas nos estudos de captacdo celular dos radiofarmacos [*8F]FDG e
[18F]FMISO.

A. Placa de 6 pogos com cultura das células LLC-MK2 contendo controle negativo (3 pogos de cima) e as
células LLC-ML2 + Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (3 pogos de baixo).

B. Tubos de 1,5 mL com 1 x 105 formas parasitarias de Tripomastigotas de T. cruzi.
C. Tubos para a determinacéo da atividade radioativa em contador gama.

CELULAS LLC-MK2: 1x10°

CELULAS LLC-MK2 +
Tripomastigotas de
Trypanosoma cruzy 10 x 10°

CULTIVO DE
TRIPOMASTIGOTAS DE e ) -
Trypanosoma cruzi 10 x 10° / ¥ ‘ Quantificagéo,
" em contador
gamma

Fonte: Autora da dissertacéo.

4.3. Infecdo de animais C57BL/6 com T. cruzi

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 de 8 semanas foram infectadas com
100 ou 1000 formas parasitarias tripomastigotas metaciclicos de Trypanosoma cruzi da
cepa tipo Y DTU Il por via intraperitoneal em um volumen de 250 yL. Um total de 50

camundongos foram infectados e distribuidos pelos seguintes grupos (5 animais por

grupo).
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Estudos com [*¥F]FDG:

Grupo 1: Controle - Animais Saudaveis

Grupo 2: Fase aguda - Animais com 9 dias de infeccdo com 100 formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Grupo 3: Fase intermediaria - Animais com 35 dias de infeccdo com 100 formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Grupo 4: Fase cronica - Animais com 90 dias de infeccdo com 100 formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Grupo 5: Fase aguda - Animais com 9 dias de infeccdo com 1000 formas

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Estudos com [*¥F]FMISO:

Grupo 6: Controle - Animais Saudaveis

Grupo 7: Fase aguda - Animais com 9 dias de infeccdo com 100 formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Grupo 8: Fase intermediaria - Animais com 35 dias de infecgdo com 100 formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Grupo 9: Fase cronica - Animais com 90 dias de infecgcdo com 100 formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Grupo 10: Fase aguda - Animais com 9 dias de infeccdo com 1000 formas

tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

4.4. Estudos de Biodistribuicao

Para os estudos de biodistribuicdo, os animais foram pesados e anestesiado com
isoflurano por inalacdo (concentracéo inicial 0.5%- anestesia geral 1 a 1.87%). Os animais
(5 animais por grupo) foram injetados intravenosamente com 11 MBq de [*®F]JFMISO ou
5,5 MBq de [*¥F]FDG e ao final de 3 horas ou 1 hora, respectivamente, os animais foram
eutanasiados e o0s principais 6rgdos (sangue, coracdo, pulmao, figado, rins, baco,
pancreas, mausculos, cérebro, bexiga, estdmago, intestino grosso, intestino delgado)
removidos e pesados em uma balanca. A atividade em cada 6rgao foi medida num contador
gama (Perkin Elmer Wizard2). Os resultados foram expressos como % de dose injetada
(%DI) nos diferentes 6rgdos e calculados conforme a equacdo abaixo onde Dl € a

atividade no momento da medi¢do do 6rgéo e A é atividade.

0 o A (6rgao)
#Dlsrgao = Dltotai—A(perdas) X 100

4.5. Estudos de farmacocinética
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Para os estudos de farmacocinética foram usados os mesmos grupos de estudo
gue para os estudos de biodistribuigdo (5 animais por grupo). Brevemente, apés a inje¢éo
intravenosa 11 MBq de [*3F]FMISO ou 5 MBq de [*®F]FDG, aliquotas de 5 pL de sangue
foram retiradas da veia dos camundongos aos 5, 10, 15, 30, 45, 60 (para o [*®F]FDG) e
adicionalemnte, 120 e 180 min (para o [**F]JFMISO) apéds a injecdo. A radioatividade em
cada amostra de sangue foi medida num contador gama (Perkin Elmer Wizard2). A analise
de farmacocinética nao compartimental foi aplicada a concentracao versus tempo através
do programa Excel, e, a meia-vida 3, o coeficiente a, o clearence e o volume de distribuigéo,

foram determinados.

4.6. Estudos de imagem PET/CT

Para estes estudos foi realizada uma imagem representativa de cada grupo de
estudo. As imagens foram adquiridas com o equipamento Albira PET/SPECT/CT (Albira,
Bruker BioSpin), localizado no Centro de Radiofarméacia do IPEN-CNEN/SP de acordo com

0s seguintes protocolos:

4.6.1. Imagem MPET/CT [*¥F]FDG

1. Jejum de racdo seca, pelo periodo aproximado de 5 horas (o0 tempo de jejum
tem como finalidade evitar a inibicdo competitiva da glicose endégena (Roldan
E.et al 2008)).

2. Injecdo intravenosa de 5,55 MBg. (150 pCi) de [*®F]FDG diluido em solucéo
salina em um volume final de 100 pL.

3. Aquisicdo da imagem PPET 1 hora apés a injecao, por um tempo de 15 minutos
seguido de CT (35 KeV, 400 pA).

4.6.2. Imagem MPET/CT [*8F] FMISO
1. O jejum néo foi necessario para o radiofarmaco [**F]JFMISO
2. Injecdo intravenosa de 11,1 MBq (300 uCi) de [*®F]FDG diluido em solucéo
salina em um volume final de 100 pL.
3. Aquisicdo daimagem puPET 3 horas apos a injecdo, por um tempo de 15 minutos
seguido de CT (35 KeV, 400 pA).

4.7. Andlise estatistica
Para a andlise estatistica comparativa de ligacdo in vitro em cultura celular dos
radiofarmacos, biodistribuicdo e farmacocinética, foi utilizado o programa GraphPad

Prism8, aplicando o teste t de Student ndo pareado (testes t multiplos) para determinar as
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diferencas entre as variancias amostrais. Os resultados sao apresentados como média +
desvio padréo. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<
0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Resultados da sintese e controle de qualidade dos radiofarmacos
[*8F]FDG e do [®F]FMISO

Para verificar as caracteristicas de cada radiofarmaco [*®F]FDG e [*®F]FMISO, foram

realizados os respectivos controles de qualidade, que estdo descritos a seguir.

5.1.1. Controle de qualidade do radiofarmaco [*®F]FDG.
O control de qualidade foi feito por CCD, de acordo com o protocolo descrito nos
materiais e métodos, obtendo-se uma pureza radioquimica para o [**F]JFDG maior do que

95% como mostrado na Tabela 5 e Figura 18.

Tabela 5. Resultados do controle de qualidade de [*®F]FDG,com CCD. Cromatografia em Camada
Delgada, em solvente Acetonitrila 95% v/v com atividade aproximada de 0,82 MBq (22,162 uCi)
volumen 2 pl. obtendo-se o0s seguintes resultados da Tabela:

Caracteristicas Resultados obtidos *Parametros de qualidade de [*®F]JFDG

Aspectos fisicos da | Solucéo limpida, incolor, livre | Solucdo limpida, incolor, livre de
amostra de particulas particulas
radiofarmacéutica

Ph 65a7 5,0-8,5

Pureza radioquimica De 95 a 100% 290%
Solvente: Acetonitrila 95% v/v
Suporte: CCD

Pureza radionuclidica: 110 min 105 a 115

*Fonte parametros de controle de qualidade: European Pharmacopoeia 102 edicion 2021) (Verdera
et al 2011), (Rodriguez S.A. et al 2016).

Figura 18. Perfil de andlise por CCD de [**F]JFDG. Cromatograma representativo do controle de
qualidade do [*F]FDG obtido por CCD utilizando como fase mével uma mistura de solventes
(MeCN/H20) na proporcéo de 95:5 (n=15).

Conants

1500

1000

Regiun L

a,0 50,0 100,0 150,0 mm

Fonte: Autora da dissertacdo
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5.1.2. Controle de qualidade do radiofarmaco [*®F]FMISO.
O controle de qualidade do [**F]FMISO foi realizado por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) onde foi possivel verificar um tempo de retengéo (Tr) = 8.65 min e

uma pureza radioquimica superior a 95% (Tabela 6 e Figura 19).

Tabela 6. Resultados do controle de qualidade de [*®F]JFMISO. A pureza radioquimica do produto
radioativo foi feita com no CLAE Agilent Tecnologies mod 1260, com monitor Elysia raytest Gabi. A
actividade da mostra foi 0,74 MBq (20 pCi).

. : *Pardmetros de qualidade
Caracteristica Resultados obtidos
de [*¥F]FMISO
. O produto obtido é )
Aspectos fisicos da amostra ) Cor transparente, incolor,
) . transparente, incolor, sem i
radiofarmacéutica i sem particulas
particulas
Ph 6,5 6a8
Pureza radioquimica 95% a 100% Pureza = 95%
) . Meia-vida medida 100-120
Pureza radionuclidica: 110 )
minutos

*Fonte dos parametros de controle de qualidade: (Investigator's Brochure [*8F] fluoromisonidazole
2013), (Verdera et al 2011) (European Pharmacopoeia 102 edicién 2021)

Figura 19. Perfil de analise por CLAE do [*®F]JFMISO. O cromatograma do [**F][FMISO obtido por
CLAE é representativo de (n=15) e foi realizado utilizando uma coluna analitica da Agilent Zorbax
Eclipse Plus C18 (5 um, 4.6 x 250 mm 100 A). A eluic&o foi realizada com 0,1% de agua TFA (A) /
CHsCN (B), gradiente 10-100% (B), fluxo 1 mL / min, tempo de corrida 30 min e monitorado por um
detector de UV com comprimento de onda de 280nm - 300 nm. Tr (tempo de retencdo) de
[*°F]JFMISO = 8,563 + 0,6 min.

mAU 3 A
700 EE
600
500
400

0 5 10 15
Tempo (min)

Fonte: Autora da dissertagao

5.2. Estudo de captacéo in vitro dos radiofarmacos [*®F]FDG e [*®F]FMISO
Inicialmente foi avaliada a captacédo celular in vitro dos radiofarmacos [**F]FDG e
[*®F]FMISO ao parasita T. cruzi, Para isso, as células renais LLC-MK2 foram cultivadas em

placas de 6 pocos e posteriormente infectadas com o parasita T. cruzi por 24h. Em paralelo,
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e como controle, foram utilizados parasitas T.cruzi em suspensao e células LLC-MK2 sem
infecdo. Apos o periodo de infecdo das células LLC-MK2, 10 uCi (0.37 MBq) de [*®F]FDG
ou [®¥F]JFMISO foram adicionados as células por 1 ou 3 horas. As células foram entéo
lavadas e a atividade nas células (correspondente ao radiofarmaco retido) foi contada em
um contador de pocos gama. A contagem foi normalizada pela quantidade de proteina
(mg). Podemos observar pela Figura 20A que ao final de 1 hora de incubagcdo com o
[*®F]FDG as células LLC-MK2 e as células LLC-MK?2 infectadas captaram mais [*®F]FDG
que os parasitas T. cruzi sozinhos, Pelo contrario, apos de 3 horas de incubacdo com
[*®F]FMISO foi possivel observar que a forma tripomastigota captou significativamente mais
[*®F]JFMISO do que as células LLC-MK2 e LLC-MK?2 infectada (Figura 20 B), possivelmente
devido ao fato de o T. cruzi possuir a enzima nitroreductase capaz de reduzir o grupo
nitroimidazole do [*®F]FMISO (Nieto A. E. 2013) mantendo-o preso dentro da célula..

Figura 20. Captagéo celular de [*¥F]JFDG e [*®F]JFMISO. As células LLC-MK2 foram cultivas por 24h
na presenca ou auséncia de 10 x 10° tripomastigotas. Adicionalmente,foram utilizados para este
ensaio 10 x 10° tripomastigotas. Ap6s esse periodo, 0.37 MBq de [*®¥F]JFDG ou [*¥F]FMISO foi
adicionado as células por um periodo de 1 ou 3 horas, respectivamente. As células tratadas com
[*8F]FDG foram previamente incubadas com PBS 2 horas antes do inicio do experimento. Ao final
do periodo de incubacao, as células foram recolhidas e a atividade foi contada em um contador de
pocos gama. Os graficos apresentam a média + DP de dois experimentos independentes (n = 2). A
diferenca entre a captacédo foi analisada usando o teste-t ndo pareado (testes t multiplos); *p<0,05.

CELULAS MARCADAS COM [18F]FDG CELULAS MARCADAS COM [18F]FMISO
] == 1-LLOMK2 0997 ,  mm 1-LLCMK2
=3 2. LLCMK2 + Amastigotes 0.04- % Em 2-11CMK2 + Amastigotes

0.064

mm 3.-Trypomastigotes mm 3.-Trypomastigotes

0.03 4

0.044
0.024

% C/ma/ml
{ %
% C/mg/ml

0.01+

o)

0.02+4
0.00-

A ..
1 2 3 1 2 3

Fonte: Autora da dissertacdo

5.3. Estudos de biodistribuicéo

De seguida foram realizados estudos de biodistribuicdo ex vivo de forma a estudar
se os radiofarmacos [*F]FDG ou [*®F]JFMISO poderiam servir como bons marcadores
diagnosticos por imagem PET/CT de infecdo com os parasitas T. cruzi. Para isso, animais
C57/BL6 foram infectados com 100 ou 1000 formas parasitarias de T. cruzi. Ao final de 9
(Fase aguda), 35 (Fase indeterminada) e 90 (Fase cronica) dias pds-infe¢cdo, os animais
foram injetados com os radiofarmacos [*®F]FDG ou [*¥F]FMISO por 1 hora ou 3 horas,
respectivamente, e, posteriormente eutanasiados e os 6rgao de interesse removidos para

pesagem e contagem da radioatividade.
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5.3.1. Biodistribuicdo de [*®*F]FDG em animais infectados com Trypanosoma cruzi

Pela analise da Figura 21 e 22 e Tabela anexa 1 podemos observar um aumento
significativo de captacéo de [*®F]JFDG no coracéo (fase aguda e indeterminada) e musculo
(em todas as fases de infe¢ao) de animais infectados com 100 formas de T. cruzi quando
comparadas com o grupo controle. Foi também possivel observar um aumento significativo
de captacéo de [*®F]FDG no estdmago na fase cronica de infecdo quando comparado com
0S restantes grupos.

Os dados de captacéo do [*®F]FDG estéo de acordo com o tropismo que a cepa y
DTU Il tem no hospedeiro (coracao, trato gastrointestinal e musculo) (Loaeza et al 2020)
(Rios Q.T. 2015), indicando que o [**F]FDG pode ser um bom marcador de inflamagéo

causada por T. cruzi nesses Orgaos.

Figura 21. Biodistribuicio ex-vivo do [*®F]FDG em camundongos C57BL/6 saudaveis, e infectaods
com 100 formas de T.cruzi na fase aguda (9 dias apés a infecgdo), indeterminada (35 dias apos a
infecgdo) cronica (90 dias apds a infecgdo) da doenca de Chagas. O radiofarmaco [*®F]FDG foi
injetado através da via intravenosa, com uma actividade de 5,55 MBg. Uma hora ap0s a injecéo, 0s
animais foram eutanasiados e os drgdos de interesse foram recolhidos para pesagem, e contagem
da atividade em um contador de pogos gama. O grafico apresenta a media + D.P da porcentagem
de dose injetada por grama (% DI/g) de n=5 por grupo. A diferenga entre a captagéo nos 6rgaos foi
analisada usando o teste t de student ndo pareado (testes t multiplos) onde *p<0,05, **p<0,01,
***<0,001 e ****p<0,0001.
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Figura 22. Gréfico de barras apresentando a media + D.P da porcentagem de dose injetada
de[*®F]FDG por grama (% DI/g) de n=5 por grupo dos 6rgdo de maior relevancia extraidos da anélise
do grafico 21, usando o radiofarmaco. A diferenca entre a captacao nos 6rgéaos foi analisada usando
0 teste t de student ndo pareado (testes t multiplos) onde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
***+n<0,0001.
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Por outro lado, quando os camundongos foram infectados com 1000 formas
parasitarias de T.cruzi por 9 dias (fase aguda) foi possivel observar um aumento da
captacdo de[**F]JFDG em todos os 6rgdos analisados quando comparados ao grupo
controle, sem infeg&o (Figura 23, Tabela anexo 2). Estes dados indicam que a infe¢do de
animais com 1000 formas do parasita T. cruzi causaram uma inflamacéo generalizada no
hospedeiro quando comparado com a infecdo de apenas 100 formas no qual foi possivel

observar um aumento de captacdo com [*®F]FDG em alguns érgdos em particular.

Figura 23. Biodistribuicdo ex-vivo do [*®F]JFDG em camundongos C57BL/6 saudaveis, e infectaods
com 1000 formas de T.cruzi na fase aguda (9 dias ap6s a infecgdo), O radiofarmaco [*®F]JFDG foi
injetado através da via intravenosa, com uma actividade de 5,55 MBg. Uma hora apés a inje¢éo, os
animais foram eutanasiados e os 6rgdos de interesse foram recolhidos para pesagem, e contagem
da atividade que foi feito em um contador de pogos gama. O grafico apresenta a media + D.P da
porcentagem de dose injetada por grama (% DI/g) de n=5 por grupo. A diferencga entre a captacéo
nos 6rgéos foi analisada usando o teste t de student n&o pareado (testes t miltiplos) onde *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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5.3.2 Biodistribuigdo de [*®*F]FMISO em animais infectados com Trypanosoma cruzi.

Pela analise da Figura 24 e 25 e Tabela anexa 2 podemos observar um aumento
significativo de captacéo de [*®F]JFMISO no intestino grosso (em todas as fases de infecéo),
no intestino delgado (fase aguda e indeterminada) e, musculo e baco (na fase aguda de
infecéo) de animais infectados com 100 formas de T. cruzi quando comparado com o0 grupo
controle. Pelo contrario, observou uma reducéo significativa da captacdo de[*®F]FMISO no
sangue, figado, rins e estbmago nas fases intermediaria e crbnica de infecdo quando

comparado com animais saudaveis.

Figura 24. Biodistribuicdo ex-vivo do [**FJFMISO em camundongos C57BL/6 saudaveis, na fase
aguda (9 dias ap0s a infec¢do, e indeterminada (35 dias apés a infeccao) da doenca de Chagas. O
radiofarmaco [*8F]JFMISO foi injetado através da via intravenosa, com uma actividade de 11,1 MBg.
Trés horas ap6s ainjecdo, os animais foram eutanasiados e os 6rgéos de interesse foram recolhidos
para pesagem, e contagem da atividade que foi feito em um contador de pogos gama. O gréfico
apresenta 0 a media + D.P da porcentagem de dose injetada por grama (% DI/g) de n=5 por grupo.
A diferenca entre a captac@o nos 6rgaos foi analisada usando o teste t de student ndo pareado
(testes t multiplos) onde *p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001.
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Figura 25. Grafico de barras apresentando a media + D.P da porcentagem de dose injetada
de[*®F]FMISO por grama (% DI/g) de n=5 por grupo dos érgdo de maior relevancia extraidos da
andlise do grafico 21, usando o radiofarmaco. A diferenga entre a captacéo nos drgédos foi analisada
usando o teste t de student ndo pareado (testes t miltiplos) onde *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e
*++*n<0,0001.
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Por outro lado, quando os camundongos foram infectados com 1000 formas do
parasita T. cruzi por 9 dias (fase aguda) foi possivel observar uma aumento da captacao

de [*¥®F]JFMISO no mdsculo, inestinos, figado, pulmdes, rins, baco e pancreas em
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comparacdo com animais saudaveis (Figura 26). Estes dados de captacéo do [**F]FMISO

refletem o local de infecdo do parasita T. cruzi observado nas fases de infe¢cdo aguda.

Figura 26. Biodistribuigéo ex-vivo do [*®F]MISO em camundongos C57BL/6 saudaveis, e infectaods
com 1000 formas de T.cruzi na fase aguda (9 dias apés a infeccéo), O radiofarmaco [**F]FMISO foi
injetado através da via intravenosa, com uma actividade de 11 MBq. Trés horas apds a injecdo, 0s
animais foram eutanasiados e os 6rgaos de interesse foram recolhidos para pesagem, e contagem
da atividade que foi feito em um contador de pogos gama. O grafico apresenta a media + D.P da
porcentagem de dose injetada por grama (% DI/g) de n=5 por grupo. A diferencga entre a captacéo
nos orgéaos foi analisada usando o teste t de student ndo pareado (testes t maltiplos) onde *p<0,05,
**p<0,01, **p<0,001 e ****p<0,0001.
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5.4. Estudo farmacocinéticos

Apbs a administracdo intravenosa do [*¥F]FDG ou do [*¥F]JFMISO nos animais
saudaveis ou infectados com T. cruzi nos diferentes estagios da doenca, uma amostra de
sangue foi coletada aos 5, 10, 15, 30, 45, 60 (para o [*®F]FDG) e, adicionalmente, 120 e
180 min (para o [*®F]JFMISO) e a meia vida a (a distribuicdo e eliminacdo do farmaco dos
tecidos), a meia vida B (reflete a permanéncia do farmaco no organismo), o clearance (CL,
coeficiente de eliminacéo, que consiste no volume de plasma processado, por unidade de
tempo, para remoc¢do do farmaco no corpo) e o volume de distribuicdo (Vd, o volume

aparente que fornece um valor matematico indicativo do grau de distribuicdo tecidual do
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farmaco), foram calculados (Alvariza S. et al 2010) (Zurich Z. et al 1986) (University of
Florida, 2008).

5.4.1. [®F]FDG

Inicialmente os animais foram infectados com 100 formas de T.cruzi e a
farmacocinética do [*®F]FDG foi estudada nas diferentes fases da doenca de Chagas. Na
Figura 27 e Tabela 3 anexa, podemos observar que a infecdo aguda de animais C57BL/6
com T. cruzi afetou significativamente a meia vida de eliminacdo a do [*¥F]FDG, diminuindo
de 1 minuto em animais saudaveis para cerca de 30 segundos nos animais cominfecao
aguda (Figura 27A). Por outro lado, a infecdo dos animais com T. cruzi em todas as fases
da doenca, aumentou significativa a meia vida de distribuicdo f em comparagcdo com 0s
animais saudaveis (Figura 27B).

Pode-se observar também que durante a fase aguda o radiofarmaco [**F]FDG
apresentou uma maior capacidade de eliminacdo do corpo do animal nas fases agudas e
cronicas (Figura 27C), porém, na fase indeterminada observou-se uma maior retencao do
radiofarmaco no organismo, aumentando sua meia-vida, devido a sua maior distribuicdo

no tecidos (Figura 27D).

Figura 27. Andlise farmacocinética com [8F]JFDG. Ap6s a injecdo intravenosa de 5,55 MBq de
[\®F]JFDG em animais saudaveis ou nas diferentes fases da doenca de Chagas (100 formas
parasitarias), amostras de sangue foram colectadaspor 60 min e a radioatividade medida em um
contador gamma. Os parametros farmacocinéticos de (A) meia vida a, (B) meia vida 3, (C) clearance
(CL) e (D) volume de distribuicdo (Vd) foram calculados. O gréfico apresenta a média + D.P de n=5
por grupo onde *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 e ****p<0,0001.
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Posteriormente, os animais foram infectados com 1000 formas parasitarias de T.
cruzi e os animais na fase aguda da doenca foram avaliados quanto aos parametros
farmacocinéticos do [**F]JFDG. Como observado na Figura 28, o [*®F]FDG é distribuido a
mesma taxa que 0s animais saudaveis mas € eliminado mais lentamente dos tecidos
gquando comparado ao animais saudaveis (Figura 28A e B). Este dado € refletido no
clearance onde podemos verificar um menor valor de eliminac&o do [*¥F]FDG (Figura 28C)
e maior Vd (Figura 28D) nos animais na fase aguda da doenca em comparacdo com

animais saudaveis.
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Figura 28. Andlise farmacocinética com [*®F]JFDG. Apds a injecéo intravenosa de 5,55 MBq de
[*8F]FDG em animais saudaveis ou na fase aguda da doenca de Chagas (1000 formas parasitarias),
amostras de sangue foram colectadaspor 60 min e a radioatividade medida em um contador gamma.
Os parametros farmacocinéticos de (A) meia vida a, (B) meia vida 8, (C) clearance (CL) e (D) volume
de distribuicdo (Vd) foram calculados. O gréfico apresenta a média + D.P de n=5 por grupo onde

*p<0,05 e ***p<0,0001.
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5.4.2. [®®F]FMISO

Em seguida os estudos de farmacocinética do [*®F]JFMISO foram realizados nos
animais infectados com 100 formas de T.cruzi nas diferentes fases da doenca de Chagas.
Na Figura 29 e Tabela 4 anexa. Observou-se uma reduc¢éo na significativa da meia vida de
eliminacéo a do [*F]FMISO na fase aguda e indeterminada da doenca quando comparada
com os animais saudaveis (Figura 29A). O radiofarmaco [*®F]JFMISO apresentou uma
distribuicdo preferencial nos compartimento periférico, em compara¢gdo com 0 grupo
controle, mostrado pelo aumento da meia vida de distribuicdo B na fase aguda que
auemntou na fase indeterminada e foi muito maior na fase crénica (Figura 29B).

Na fase inderterminada da doenca foi possivel observar uma eliminagdo mais lenta
(Figura 29C) e um aumento na retencao do radiofarmaco (Figura 29D) quando comparado

com os animais saudaveis. O Vd também foi maior na fase cronica da doenga (Figura 29D).

Figura 29. Andlise farmacocinética com [*®F]JFMISO. Apds a injecéo intravenosa de 11 MBg de
[*®F]FDG em animais saudaveis ou nas diferentes fases da doenca de Chagas (100 formas
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parasitarias), amostras de sangue foram colectadaspor 180 min e a radioatividade medida em um
contador gamma. Os parametros farmacocinéticos de (A) meia vida a, (B) meia vida 3, (C) clearance
(CL) e (D) volume de distribuicdo (Vd) foram calculados. O gréafico apresenta a média + D.P de n=5
por grupo onde *p<0,05, ***p<0,001 e ****p<0,0001.
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A infecdo dos animais com 1000 formas parasitarias de T. cruzi na fase aguda da
doenca foi posteriormente avaliada quanto aos pardmetros farmacocinéticos do
[*®F]JFMISO. Como observado na Figura 30, todos os parametros farmacocinéticos
estudados encontraram-se significativamente aumentados nos animais infectados quando
comparado com 0s animais saudaveis. A eliminacdo do sangue e distribuicdo para os
tecidos do [*®F]JFMISO foi mais lenta nos animais infectados quando comparado com os
animais saudaveis. Possivelmente, os parasitas T cruzi encontrados no circulantes no
sangue possam ter contribuido para isso uma vez que o [*®¥F]JFMISO é captado pelo
parasitas in vitro, contribuindo para uma maior retengdo no sangue.

Apesar disso, o [®F]JFMISO ¢é rapidamente eliminado do corpo dos animais
infectados (Figura 30C) e apresentou uma maior velocidade de distribuicdo nos tecidos

(Figura 30D) quando comparados com 0s animais saudaveis.
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Figura 30. Andlise farmacocinética com [*F]FMISO. Apds a injecéo intravenosa de 11 MBq de
[8F]FDG em animais saudaveis ou na fase aguda da doenca de Chagas (1000 formas parasitarias),
amostras de sangue foram colectadaspor 180 min e a radioatividade medida em um contador
gamma. Os parametros farmacocinéticos de (A) meia vida a, (B) meia vida $, (C) clearance (CL) e
(D) volume de distribuicdo (Vd) foram calculados. O grafico apresenta a média + D.P de n=5 por
grupo onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001.
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5.5. Imagem PPET/CT utilizando os radiofarmacos [*F]FDG ou [*®F]FMISO

Por fim, foi realizada uma imagem PET/CT representativa dos animais infectados
com o parasita T. cruzi nas diferentes fases de infe¢do (aguda, intermediaria e crbnica) e
animais saudaveis 1 hora e 3 horas ap0s injecao intravenosa dos radiofarmacos [*®FJFDG
(5,5 MBQ) e [*®F]FMISO (11,1 MBq), respectivamente.

Na Figura 31 é possivel observar uma captacéo de [*®F]JFDG preferencialmente no
coracao, cérebro e bexiga tanto nos animais saudaveis quanto nos animais infectados com
0 parasita T. cruzi. Estes dados corroboram os achados da biodistribuicdo ex-vivo onde

encontramos uma acumulacdo do [*®F]FDG preferencialmente nesses 3 érgaos.
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Figura 31. Imagem PET/CT coronal representativa 1 hora apés injecéo intravenosa de 5,5 MBq de
[*®F]FDG, n=1.
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Por outro lado, quando injetados intravenosamente com o radiofarmaco [*®F]FMISO
por 3 horas, foi possivel observar uma captacao preferencialmente no trato gastrointestinal
(intestinos, vesicula biliar) e bexiga tanto nos animais saudaveis quanto nos animais
infectados com o parasita T. cruzi, corroborando os dados obtidos através dos estudos de

biodistribuigdo ex-vivo (Figura 32).

Figura 32. Imagem PET/CT coronal representativa 3 horas ap6és injecéo intravenosa de 11,1 MBq
de [*8F]FMISO, n=1.
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Fonte: Autora da dissertagéo
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho de pesquisa compreendeu varios experimentos, com seus
respectivos resultados, cuja discussao sera realizada a seguir.

Em relagdo as aplicacbes e potencialidades das técnicas de diagnéstico por
imagem na pesquisa biomédica da doenca de Chagas, Haro P. et al. em seu artigo
publicado em 2021, indica o PET/CT como uma técnica que permite a visualizacao de
processos fisioldgicos, citando entre eles a importancia da biodistribuicdo de moléculas
associadas a processos corporais funcionais aplicados em pacientes chagasicos.

Da mesma forma, este estudo levou em consideracao os periodos de infec¢ao dos
animais de modelos murinos inoculados com Trypanosoma cruzi. Asim varios estudos
consideram a fase aguda no periodo de 8 a 9 dias apos a infec¢éo, (Ferreira BL et al.,
2018), (Mateus, J. et al., 2019).

Com respeito a fase indeterminada, a bibliografia refere que é o periodo de tempo
apos a infeccdo aguda (DNDi, 2022), (OMS 1991) em que ndo sao descritos sintomas
perceptiveis da doenca, por isso neste estudo foi considerado um periodo entre 35 e 40
dias apos da infecc¢éao.

Da mesma forma, para a fase cronica, a bibliografia, indica um periodo aproximado
de 90 dias apos a evolucdo da doencga para considerar o estdgio na fase crbnica em
camundongos (Ferreira BL et al 2018), (Mateus, J. et al 2019),

O modelo experimental murino reproduz a doenca de Chagas humana de varias
maneiras. Por exemplo, a resposta imune de camundongos e 0s niveis de expresséo de
citocinas nas fases aguda e cronica sdo semelhantes & doenca humana. Embora existam
muitos fatores complexos que devem ser levados em consideragdo entre os principais
associados a suscetibilidade ou resisténcia a infeccdo, como o tipo de linhagem do
Trypanosoma cruzi, o nivel de parasitemia, o sistema Principal histocompatibilidade (MHC),
e os fatores genéticos, conforme demonstrado no estudo realizado por Ferreira et al., 2018
e Goncalves da Costa et al., 2002.

Da mesma forma que acontece em humanos, os modelos murinos de infeccdo com
diferentes linhagens de T. cruzi apresentam diferentes histotropismos, graus de
suscetibilidade e diferentes padrbes de resisténcia. Assim, por exemplo, na presente
pesquisa, a infeccdo foi realizada com a cepa Y pertencente a DTU I, que foi utilizada para
infectar camundongos do tipo C57BL/6. De acordo com a literatura, a cepa Y possui um
histotropismo que é a causa de cardiomiopatias e megasindromes em pessoas e animais
(Loaeza et al., 2020) Ferreira et al., 2018.

A experiéncia clinica em pessoas afetadas durante a fase inicial da doenca de

Chagas indica que entre 5 a 10% (Roman GC. 2011) (Mendoza I. et al 2015) dos pacientes
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sdo geralmente assintomaticos ou podem apresentam uma sindrome febril autolimitada;
porém, em alguns pacientes pode causar a morte, pois 0s sintomas mais graves nessa
fase sdo miocardite grave, meningoencefalite ou ambos (Pérez M. et al 2018). Da mesma
forma, estima-se que entre 30% e 40% desenvolverdo posteriormente uma forma
especifica de doenca crbnica, ou seja, cardiaca, digestiva ou cardiodigestiva (Rassi A Jr
2010) (WHO World Health Organization. 1991).

Estima-se também que aproximadamente 60-70% dos pacientes nunca
desenvolvem doenca clinicamente aparente; esses pacientes apresentam a forma
indeterminada da doenca de Chagas cronica, que se caracteriza pela positividade para
anticorpos contra o T. cruzi no soro, e exames de imagem normais como eletrocardiograma
(ECG) e exames radiolégicos (Rx) de térax, eséfago e célon (Rassi A Jr 2010) (Pérez M.
et al 2018).

De acordo com o artigo de Shah-Simpson S. et al 2017, os patdgenos intracelulares
obrigatérios atendem as suas necessidades de nutrientes acoplando-se aos processos
metabdlicos do hospedeiro, e muitas vezes modulando essas vias para facilitar o acesso
aos principais metabdlitos. Tais dependéncias metabdlicas representam alvos potenciais
para o controle de patégenos. Portanto, a interagcédo entre a infeccdo com as amastigotas
intracelulares do Trypanosoma cruzi e o metabolismo energético celular do hospedeiro
parece ser caracterizada pelo aumento da captacdo de glicose nas células infectadas e o
aumento da respiragdo mitocondrial e da biogénese mitocondrial. (Shah-Simpson S. et al
2017), em comparacao com os tripmastigotas do Trypanosoma cruzi apenas.

Metabolicamente falando, embora o crescimento de amastigotas intracelulares néo
pareca ser alterado pela diminuicdo da capacidade respiratéria do hospedeiro, a restricao
de glicose extracelular prejudicaria a proliferacdo de amastigotas e sensibilizaria os
parasitas a uma maior inibicdo do crescimento pela 2-desoxiglicose. Shah-Simpson S. et
al 2017).

Da mesma forma, pesquisas cientificas indicam que os parasitas de humanos
podem ter a capacidade de entrar em um estado de repouso de longo prazo, retardando a
replicacdo e o metabolismo, conforme descrito em Toxoplasma gondii (0 bradizoito)
(Krishnan et al. 2020), assim como em algumas espécies de Plasmodium (Barrett et al.
2019), e outros patégenos procaridticos (Fisher et al. 2017; Gollan et al. 2019). O estado
"desligado” envolve a regulacdo negativa do catabolismo de energia, ativacdo de respostas
ao dano do DNA/estresse celular, bem como niveis mais baixos de sintese e transcricdo
de DNA.
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Assim, Ward A.l. et al 2020 menciona que infec¢des crbnicas relacionadas a
patologia da doencga de Chagas estédo associadas a uma taxa reduzida de replicacdo do
parasita, levando em conta que poucas células hospedeiras sobrevivem a infec¢éo por
mais de 14 dias, o0 que sugere que a persisténcia do Trypanosoma cruzi continuaria
envolvendo ciclos regulares de replicacédo, lise da célula hospedeira e reinfec¢éo. Portanto,
de acordo com Ward A.l, et al 2020 a persisténcia a longo prazo em érgdos como o colon
€ mais provavel de estar associada a proliferacao reduzida do que a laténcia.

No caso do [*®F]JFMISO, em relacdo com os resultados da cultura celular que foi
descrita na figura 20b, o mecanismo de acdo do [®¥F]JFMISO é comum a todos o0s
nitroimidazdis e baseia-se na reducéo quimica que ocorre no tecido hipéxico, ligando-se
covalentemente as macromoléculas desse tecido. (Investigator's Brochure [18F]
fluoromisonidazole 2013). O derivado 2-nitroimidazol entra nas células por difuséo passiva,
permanecendo homogeneamente distribuido no corpo. O grupo nitro tem uma alta
afinidade por elétrons. (Nieto A. E. 2013).

Portanto, a especificidade da reagédo € aumentada pelo fato de que tanto a reducao
guanto a ligacdo ocorrem dentro da mesma célula (Chapman JD et al 1981), (Nunn A, et
al 1995). Compostos nitroaromaticos sdo seletivamente reduzidos por enzimas
nitrorredutases, como xantina oxidase, lipoxigenases e oxidases NADPH-dependentes,
sob condicbes hipdxicas para formar produtos reativos que podem se ligar
irreversivelmente a nucledfilos de macromoléculas celulares (Nieto A. E. 2013). O grupo
nitro tem uma alta afinidade por elétrons, embora essa afinidade seja menor que o 02, e
sua estrutura quimica possa aceitar um elétron reduzindo no meio ao radical anion -NO2.

E muito importante notar que na presenca de O (oxigénio), o anion do radical nitro
é reoxidado e o marcador pode deixar a célula. Em contraste, com as condi¢des hipoxicas
com baixos niveis de oxigénio, o anion do radical nitro é reduzido em um segundo estagio,
onde ndo é mais possivel reverter o processo; entdo o radioligante torna-se um agente
alquilante que reage indiscriminadamente com macromoléculas intracelulares, ficando
irreversivelmente aprisionado (Nieto A. E. 2013), (Brezden, C. B. et al 1999), (Brezden, C.
B et al 1994)

Os farmacos contendo o grupo nitro podem atuar como pro-farmacos, bioativando-
se por meio da reducdo enziméatica do grupo funcional, geralmente mediada por
nitrorredutases dependentes de flavina usando NADH ou NADPH como agentes redutores
(Nepali K. et al 2019). As nitrorredutases do tipo | sdo insensiveis ao oxigénio. Eles reagem
transferindo dois elétrons, catalisando assim duas reduc¢des consecutivas dependentes de
NAD(P)H, levando a formagcdo de um derivado nitroso e, posteriormente, de uma

hidroxilamina (Durchschein K et al 2013). A nitrorredutase tipo | é encontrada
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principalmente em bactérias e esta ausente na maioria dos organismos eucarioticos,
excluindo um pequeno grupo de fungos e protozoarios. Por exemplo, no Trypanosoma
cruzi o Benznidazol (BNZ, medicamento aprovado para terapia da doenca de chagas) é
metabolizado pela enzima nitrorredutase tipo | dependente de NADH (ausente em
humanos), a reducdo do BNZ leva a formacao de derivados que terminam com glioxal
(agente citotdxico e mutagénico) (Rial SM 2018). Devido a semelhanca estrutural entre o
BNZ e o [*®F]JFMISO, explica-se a maior captacdo desse Ultimo pelo parasita.

Por outro lado, as nitrorredutases do tipo Il catalisam a redug¢éo de grupos nitro por
transferéncia de um Unico elétron produzindo um anion radical nitro. Essas enzimas sao
sensiveis ao oxigénio, produzindo uma reacao diferente dependendo se o ambiente é
aerobico ou anaerdbico. (Camarero A.M.l. 2020) (Durchschein K et al 2013)

Da mesma forma, varios estudos mostraram que células envolvidas na infeccéo e
inflamacao, especialmente neutréfilos e a familia monécitos/macréfagos, podem expressar
altos niveis de transportadores de glicose, especialmente GLUT1 e GLUT3, e atividade de
hexoquinase (Mortimer JE et al 2001), (Fukuzumi M et al 1998). Portanto, o melhor
consumo de glicose e a posterior absorcédo de [**F]JFDG também pode ser resultado de
uma reacao de estresse das células afetadas em resposta ao dano celular (Martinez. | et
al 2013), como ocorre no caso de processos inflamatoérios causada pelo Trypanosoma cruzi
na doenca de Chagas.

Deve-se levar em consideragdo que neste trabalho utilizaram-se dois indculos de
infeccdo, por tanto foram levados em conta dois grupos separadamente, tanto para o
radiofarmaco [*®F]JFDG quanto para o [*®F]JFMISO. Um primeiro grupo com 100 parasitas
levando em consideracdo a fase aguda, indeterminada e crbnica para as analises de
biodistribuicdo, farmacocinética e de imagem. E o outro grupo com 1000 parasitas levando
em consideracdo a fase aguda para a analise dos resultados de biodistribuicdo e
farmacocinética.

Entdo em relacdo com os resultados de biodistribuicido com [*®F]FDG, pode-se
observar, no grupo de camundongos infectados com 100 parasitas, um aumento
estatisticamente significante na atividade radioativa no coracdo e nos musculos, dos
camundongos infectados com Trypanosoma cruzi, durante a fase aguda, indeterminada e
cronica em relagdo ao grupo controle de camundongos saudaveis, na Figura 21, os valores
encontrados durante o periodo de estudo sao relativamente maiores na fase aguda, e
indeterminada, e vao decrescendo na fase crbnica. Isso pode ser devido ao fato que o
parasita Trypanosoma cruzi teve uma maior replicacdo na fase inicial da infeccédo, ou seja,
entre 8 e 9 dias na fase aguda e entre 35 e 40 dias na fase indeterminada, causando

aumento da inflamacdo e provocando os sintomas agudos da doenca de Chagas no
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modelo murino (Montes de Oca M. et al 2007, Duque D. et al 2021). Da mesma forma e
comparativamente falando da biodistribuicdo da fase aguda com [*®¥F]JFDG em
camundongos BALC57/6 de camundongos infectados com 1000 formas parasitarias (figura
22), apresentou valores elevados em todos os 6rgaos com maior destaque para pulmao,
figado, rim, baco, estbmago, intestino grosso, pancreas, musculo e bexiga, que obtiveram
p<0,0001. Portanto provavelmente a capacidade de detectar patologias, principalmente
cardiacas na biodistribuicdo com [*¥F]FDG esta intimamente relacionada aos aspectos de
imunidade, inflamacédo, moléculas e receptores celulares (Goncgalves da Costa et al., 2002);
(Sanoja et al., 2013) Asi como la carga parasitaria (Silva A.C.O et al 2022).

No caso da fase cronica, os resultados obtidos nesta dissertacdo coincidem com a
bibliografia, a qual indica que o camundongo C57BI/6 é um modelo murino suscetivel a
infeccdo com a cepa Y altamente virulenta do Trypanosoma cruzi, mas parcialmente
resistente a doenca de Chagas, sendo capaz de controlar a replicacdo do parasita apos
sua infec¢do aguda, apresentando uma eliminacgéo eficiente do parasita a partir do 17° dia
de infecgéo e ativagdo das moléculas de inflamacéo a partir do 12° dia (Sanoja et al 2013)
(Abrahamsohn IA et al 2000). Assim, por exemplo, apGs a publicacdo das investigacdes
realizadas por Sanoja et al 2013 entre os modelos murinos BALB/c e C57BL/6, indica que
este modelo murino apresentou uma inflamac¢do muito maior do que os camundongos
BALB/c. Isso sugere que, embora a inflamacao possa controlar a replicacdo do parasita,
séo aplicados mecanismos que de alguma forma controlam a infec¢éo e a inflamagé&o para
evitar danos excessivos no organismo do hospedeiro (Sanoja et al 2013).

Para os resultados de biodistribuicédo de [**F]FMISO, os 6rgaos que obtiveram maior
atividade radioativa na fase aguda com diferencas estatisticamente significantes foram:
intestino grosso, intestino delgado, baco e muasculo. Resultado semelhante também foi
obtido na fase indeterminada, onde os 6rgaos com maior atividade do que na fase aguda
foram, novamente, o intestino grosso, intestino delgado e bexiga. No entanto, no caso da
fase cronica, apenas o intestino grosso apresentou diferenca estatisticamente significante,
em relagdo ao controle, embora neste caso tenha sido reduzida e semelhante a fase aguda,
como pode ser visto na Figura 23.

Em relacéo a revisdo bibliogréafica para o radiofarmaco [*®F]JFMISO (Investigator's
Brochure [*®F] 2013 do fluoromisonidazol), os estudos indicam que ele é metabolizado pelo
figado e depois excretado pelo rim e pela bexiga. A atividade mais baixa é observada no
sangue, baco, coracdo, pulmdes, masculos, 0ssos e cérebro, todos esses aspectos sdo
conicidentes com esta pesquisa (Xu Z, et al 2017), (Lee ST et al 2007).

Os estudos realizados com o [*®F]JFMISO, como o de Kilian et al 2016, confirmam

gue o radiofarmaco possui afinidade fisiolégica em modelos murinos para o trato
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gastrointestinal (Thézé, B et al 2015) (Kilian et al 2016), porém é importante destacar que
a imagem pode estar indicando a captacdo preferencial de acordo com o tropismo
parasitario de forma aumentada e majoritaria nos intestinos, uma vez que 0s parasitas se
acumulam preferencialmente no trato gastrointestinal. Embora também deva ser levado em
consideracdo que a cepa Y selecionada causa problemas principalmente digestivos de
megaesbfago e megacdélon, e também problemas cardiacos (Loaeza et al 2020) (Rios Q.T.
2015).

As alteracdes farmacocinéticas parecem indicar, de acordo com os resultados
obtidos nesta investigacdo, que os mecanismos de inflamacdo foram ativados apés a
infeccdo durante a fase aguda, mostrando de forma mais acentuada a distribuicéo e vida
média do cada radiofarmaco [*®F]FDG, [*¥F]JFMISO durante a fase indeterminada
principalmente. Posteriormente, os valores diminuem na fase crbnica, devido a
caracteristicas da linhagem C57BL/6, jA que doenca pode-se controlar para niveis
semelhantes ao estado saudavel (Sanoja et al 2013) (Abrahamsohn 1A 2000).

Finalmente em relacdo as imagens obtidas, em primeiro lugar vamos analisar o
radiofarmaco [*®F]FDG, onde foi evidenciada uma atividade aumentada no coracdo e
bexiga em todas as fases estudadas, aguda indeterminada e crénica (Figura 30, 31, e 32).
A bibliografia encontrada a esse respeito indica que o radiofarmaco [*®F]JFDG apresenta
metabolismo habitual preferencial no cérebro, coracdo e trato urinario; sendo iSsos 0s
locais mais proeminentes de acumulo do radiofarmaco, apds administragcéo intravenosa
(Roldan E. 2008). Portanto, o [*®F]FDG representa outro radiofarmaco potencialmente (til
no contexto de infeccdo e inflamacgéo da doencga de Chagas. Dessa forma, alguns artigos
como o de Flavio C. et al 2009, Salimy, M etal. 2017; Garg G. et al 2015, que demonstraram
através do uso de [®F]JFDG diferentes alteracGes em pacientes infectados pelo
Trypanosoma cruzi, sendo a mais comum a perfusdo miocardica, causando aumento do
tamanho do tecido. Correlacionando os achados observados com a deterioragédo da funcéo
cardiaca que ocorre na cardiomiopatia chagéasica em pacientes humanos.

Em relacdo as imagens obtidas pelo radiofarmaco [*®F]JFMISO, tanto na fase aguda,
indeterminada e crbnica da infec¢do chagasica, observa-se captacdo predominantemente
no intestino e bexiga, da mesma forma que o camundongo do grupo controle. As imagens
coincidem com a bibliografia, que indica que o radiofarmaco tem afinidade fisiolégica pelo
trato gastrointestinal, embora por outro lado a cepa y também possa contribuir para essa
localizacdo, pois tem histotropismo para esses tecidos, podendo causar sindromes de
megaesbtfago e megacolon, até problemas cardiacos. Kilian et al 2016, (Loaeza et al 2020),
(Miles M.A. 1981) (Rios Q.T et al. 2015).
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Pode-se notar também que na fase cronica ha uma diminuicdo notavel da atividade,
principalmente nos intestinos uma vez que um vestigio dele pode ser percebido. Isso pode
ser devido a varios aspectos, entre eles, que a linhagem do modelo murino utilizado
consegue resolver a infec¢ao a limites despercebidos, os aspectos da dieta e manipulacao
do modelo animal, bem como aspectos técnicos na dispensacdo do material radioativo,
pois em todos os casos foi utilizado um Gnico camundongo como imagem representativa
para cada fase, no caso dos dois radiofarmacos.

No caso de camundongos C57/bl6, o artigo de Ferreira et al 2018 indica que a
persisténcia de parasitas na fase crénica, nos érgaos nao esta relacionada precisamente
a resposta inflamatéria, pois o0 modelo murino poderia controlar infeccéo e inflamacéo ao
longo do tempo. Esse aspecto também é descrito por (Lewis et al., 2014). Que descreveram
seus achados em camundongos infectados com CL Brener desenvolvendo fibrose cardiaca
e miocardite, até sem a presenca de parasitas no coracdo. Assim, apesar do
desenvolvimento de uma resposta imune especifica que permite o controle da infec¢céo
aguda, O Trypanosoma cruzi ndo € completamente eliminado, pois permanece um
pequeno numero de parasitas, o que leva a infeccdo a um estado cronico (Dias JC et al
2008) (Nogueira N et al 1976). Da mesma forma que os antigenos residuais do parasita,
retidos nos tecidos que atuam como estimulo para a reacdo inflamatdria persistente
(Andrade, S. 1985) (Ben Younes-C. et al, A., 1988).
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho foi estudado de que forma os radiofarmacos [**F]JFDG (marcador de
inflamacdo) e o [*®F]JFMISO (um marcador de hipdxia) poderiam contribuir no diagnéstico
através de PET do curso de desenvolvimento da doenca de Chagas desde a fase aguda até a
fase crbnica da doenca.

Os nossos resultados mostraram que, in vitro, o parasita T. cruzi ndo capta [**F]JFDG,
apresentando no entanto uma captacéo pronunciada do radiofarmaco [**F]JFMISO.

Através de estudos de biodistribuicdo e imagem PET, na fase aguda da doenca, foi
possivel observar uma maior captacdo no coragdo e musculo utilizando o radiofarmaco
[*F]FDG e, nos intestinos e musculo, utilizando o [**F]JFMISO, em camundongos infectados
gquando comparados aos camundongos saudaveis.

Com a progressao da doenga (fase intermediaria e cronica), verificamos uma maior
captacdo do [*®F]JFDG no coracdo, musculo e estdmago e uma maior captacdo do [**F]JFMISO
nos intestinos dos animais infectados em comparagdo com os animais saudaveis. Além disso,
foi possivel verificar que tanto o [*F]JFDG quanto o [**F]JFMISO apresentam uma taxa de
eliminacao dos tecidos mais lenta nos animais infectados (em qualquer fase da doenca) guando
comparado com 0s animais ndo infectados, sugerindo uma maior retenc¢éo dos tecidos.

Apesar dos radiofarmacos utilizados neste trabalho terem demonstrado um aumento de
captacdo nos locais de inflamacéo e infeccdo nos animais infectados com T. cruzi em
comparacdo com animais saudaveis, nao foi possivel obter uma imagem diagnéstica de alto
contraste devido a captacdo intrinseca do [**F]JFDG no coracgdo e, da via de excrecdo do
[*F]JFMISO passar pelo intestino, limitando a utilizacdo desses dois tracadores na PET
diagnostica da doenca de Chagas. No entanto, foi possivel demonstrar a importancia da
ferramenta PET como ferramenta diagnostica da doenca de Chagas abrindo portas para

estudos com outros radiofarmacos.
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Tabela Anexa 1.
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Biodistribui¢éo ex-vivo do [*®F]JFDG em camundongos C57BL/6 saudaveis, e infectaods com 100 formas de T.cruzi na fase aguda (9 dias apos a infeccéo),
indeterminada (35 dias ap6s a infecgdo) cronica (90 dias apds a infecgdo) da doenca de Chagas. O radiofarmaco [*®F]FDG foi injetado através da via
intravenosa, com uma actividade de 5,55 MBq. Uma hora apds a injecdo, os animais foram eutanasiados e os 6rgédos de interesse foram recolhidos para
pesagem, e contagem da atividade em um contador de po¢os gama. A tabela apresenta a media + D.P da porcentagem de dose injetada por grama (% DI/g)
de n=5 por grupo. A diferenc¢a entre a captagdo nos 6rgdos foi analisada usando o teste t de student ndo pareado (testes t multiplos) onde *p<0,05, **p<0,01,

Sangue

[*®F]FDG

Animal saudavel - Animal
Infectado Fase cronica

Coracéo

Pulmdes

Figado

Rins

Baco

Estbmago

Intestino grosso

Intestino delgado

Pancreas

Mdusculo

Cérebro

Bexiga

Média +/- DP Valor p
0,2242 + 0,947 0,1500 + 0,07743 -0,3165+0,06602|  0,0020 0,6475+0,07659
7,008+2,025 | *0,0105 | 7,458 +2,272 *0,0168 5,780z 2,377 0,0719 82,59+10,90 **+0,0006
-0,67733+£0,3898 | 0,1447 |-0,70125+0,2931]  0,0511 -0,6375%0,3376 |  0,1079 10,4740,5673 | ***p<0.0001
0,08417 +0,1748 | 0,6505 |0,09250 +0,1322|  0,5102 -0,2650%0,1105 |  0,0534 11,80£0,3222 | ***p<0.0001
-0,3967 +0,1537 | 10,0817 | -0,4817+0,1581 *0,0286  |-0,6687%0,06583 | ***<0,0001 | 5,080%0,3115 | ***p<0.0001
-0,9100+0,2338 | 0,0601 | -1,4830,2774 | *0,0039 |-0,3200%0,1889 | 0,1655 17,801,500 | *** p<0.0001
0,2767+0,2760 0,3621 | 0,4000 +0,2105 0,1158 0,6900£0,2290 | *0,0297 8,5800,5933 | ***p<0.0001
-0,2042+0,3264 0,5591 | 0,7742+0,3356 0,0692  |-0,3142+0,3193 | 0,3704 4,250%0,3563 | ***p<0.0001
-0,2767+0,2646 0,2913 | -0,4467 + 0,2094 0,0861 0,1350+0,2077 0,5397 3,75020,3742 | **p<0.0002
-0,3000 +0,1739 | 0,1595 | -0,3425+ 0,1604 0,0858 0,09000£0,1815 |  0,6460 3,883%0,2398 | ***p<0.0001
1,998 £0,1266 | **0,0006 | 0,8400% 0,2558 *0,0304 | 0,9167%0,09141 | **0,0006 | 3,203 0,1716 | ***p<0.0001
0,04500£0,6470 | 0,9509 -1,020+0,6189 0,1747 -0,3617+0,3460 |  0,3727 9,262+0,3339 | **p=0.0001
-3,129 + 3,277 0,3834 -8,548 + 2,799 *0,0224 -0,3025%3,477 0,9341 371,5+21,54 | ***p<0.0001

Fonte: Autora da dissertacao



81

Tabela Anexa 2.

Biodistribuicdo ex-vivo do [*¥F]JFDG em camundongos C57BL/6 saudaveis, e infectaods com 100 formas de T.cruzi na fase aguda (9 dias apds a infeccao),
indeterminada (35 dias apés a infecgdo) cronica (90 dias apds a infecgéo) da doenca de Chagas. O radiofarmaco [*®F]JFMISO foi injetado através da via
intravenosa, com uma actividade de 11,1 MBq. Trés horas ap0s a injecdo, os animais foram eutanasiados e os 6rgaos de interesse foram recolhidos para
pesagem, e contagem da atividade em um contador de po¢os gama. A tabela apresenta a media + D.P da porcentagem de dose injetada por grama (% DI/g)
de n=5 por grupo. A diferencga entre a captacdo nos drgdos foi analisada usando o teste t de student ndo pareado (testes t multiplos) onde *p<0,05, **p<0,01,

[18F]FMISO

Animal saudavel - Animal
Infectado Fase Cronica

Animal saudavel - Animal
Infectado Fase aguda

Média +/- DP Valor p Média +/- DP Valor p
Sangue -0,1200 +0,08844 | 0,2237  |-0,2467 +0,06631| *0,00999  |-0,4075 +0,05741| **0,0002 |-0,1300 +0,08219]  0,1648
B -t 001500 +0,07323 | 0,88445 |-0,1050 + 0,07402|  0.2058 -0,1758 +0,7785 | 0,0735 |0,1775+0,08510| 0,0914
BT  0,1600 + 0,1019 0,1772 | -0,1050+0,06131 0,1376 -0,1533+0,09041 |  0,1507 |0,1975+0,06329|  *0,0206
B CEC R 0,06000 +0,1205 | 0,6396  |-0,1950 + 0,05827|  *0,0204  |0,006667+0,07379 0,9324  |0,3500 +0,05888| *0,0040
Rins 0,2342+0,1266 | 0,1236 |-0,1225+0,1161 0,3395 -0,3525+0,1126 | *0,0259 | -0,3325+0,1184| *0,0376
Baco 0,1733 +0,02404 | *0,0020 |0,01000 +0,02582|  0,7183  |0,02667+0,03127| 0,4418 |0,19600+0,05744|  *0,143
BRSOt 03650 +0,1642 | 0,0679 |-0,4667 £0,1393| *0,0203 |-0,5700+0,1388 | *0,0093 |0,09333 +0,1411| 0,5376
SR e 5,160 +0,8876 | *0,0044 | 10,34+0,6828 | **0,0001 3,907 £1,157 *0,0432 7,363+0,7285 | **0,0005
SR L 05567 +0,1761 | *0,0341 | 1,140+0,1244 | **0,0008 |0,07000 0,1230| 0,5998 3,720 £ 0,8846 | ***p<0,0001
Pancreas -0,04250 + 0,06369| 0,5294 |-0,07250+0,05573|  0,2410  |0,03750 + 0,06906] 0,6104 | 0,3808 +0,1030 |  *0,0140
Musculo 0,38255 +0,1026 | *0,0203 |0,1575+0,07484| 0,1031  |0,06417 £0,05930] 0,3286 | 0,6875 + 0,05824 | ***p<0,0001
Cérebro -0,01250 + 0,05935| 0,8402 |-0,05750+0,07565|  0,4760  |-0,04000+0,06623| 0,5722  |0,1500 + 0,07132|  0,0894
Bexiga 1,198 +5,793 | p<0,8431 | 19,84 £ 6,539 *0,0290 4,687 + 8,856 0,6246 -29,75 + 7,312 *+0,0096

Fonte: Autora da dissertacao
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Tabela Anexa 3.
Coeficientes farmacocinéticos utilizando o radiofarmaco [®F]FDG. O desenho da tabela com os resultados encontrados foi realizado calculando-se o teste

t de Student ndo pareado (testes t multiplos) com GraphPad Prism 8. Do grupo controle dos camundongos sadios (n=5), com os dados dos camundongos

infetados nas fases: Aguda (n=5), indeterminada (n=5), crénica (n=5) e a fase aguda de 1.000 parasitas (n=5), respectivamente. Obtendo a média + D.P e do

valor de p. representado como **** p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.

W—‘

Animal saudavel - Animal

Orgéos

) ; Infectado Fase Cronica
Animal saudavel

Média = DP Valor p

%— + +
Coeficiente % o 42005 0,004 | 001000 £ 012037 | 1200 + 0,1203 03479 [ 1,7100 £0,0967 | sk o 100
ici 1 + +
Coeficiente % B 102751457 | ***0.0001 6,310 + 1550 %0 0036 7,180 + 1,036 %50 0001 | 4810 %2638 0,1057
-6100 + 409,4 *kkk -6783 + 407,8 *kkk
5490+ 657,8 | ****000,1 | -1329+439,9 *0,0165 <0,0001 <0,0001
129897 £ 9712 | sk 40379 + 172565 *
-104389 + 15114 | ***0.0001 | 423430 +52539 | ****_g 0001 <0,0001 0,0474

Fonte: Autora da dissertacao



83

Tabela Anexa 4.

Coeficientes farmacocinéticos utilizando o radiofarmaco [18F]FMISO.- O desenho da tabela com os resultados encontrados foi realizado calculando-se o
teste t de Student néo pareado (testes t multiplos) com GraphPad Prism 8. Do grupo controle dos camundongos sadios (n=5), com os dados dos camundongos
infetados nas fases: Aguda (n=5), indeterminada (n=>5), crénica (n=5) e a fase aguda de 1.000 parasitas (n=5), respectivamente. Obtendo a média + D.P e do

valor de p. representado como **** p<0,0001, *** p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.

[*8F]FMISO

Animal saudavel - Animal

Animal saudavel - Animal

Animal saudavel Infectado Fase Cronica

Infectado Fase aguda

Média = DP Valor p Média = DP Valor p
TSI .00 | *o001s | 03100005727 | **¥0.0006 0,1700 £0,1040 0,1408 1800003384 | sk o0
Coeienis Z(8 14,48+4,929 | *0,0188 2605+3515 | ¥k gopoy | ANTOEAIZ | wkkk g gy | 1OITEABIS kg hogg
;Ze;:::;e 132,9 + 228,7 0,5772 1594 + 1951 **EX 0,0001 23723504 . Pao=Ing *0.0315
25366 + 23960 0,3207 216924 20432 | ****_0 0001 PR EIRND | kg, 0001 | 1RO EIIER |4k gg0g
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