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RESUMEN

La ciprofloxacina marcada con *™Tc es uno de los radiofirmacos mas utilizados en nuestro medio para la
deteccion de procesos infecciosos. Este antibidtico estd disponible como un liofilizado para su posterior
marcacion radiactiva con *™Tecnecio en los Servicios de Medicina Nuclear. Su utilizaciéon ha sido impulsada
por su bajo costo en comparacién con otros radiofarmacos como el citrato de “’Galio, o los antibidticos
marcados con '''Indio, destinados al mismo proposito diagnostico. Sin embargo, pese a su abundante
utilizacion, persisten controversias sobre su rendimiento diagnoéstico, su sensibilidad y especificidad.

En la practica médica se observa que las imagenes obtenidas con dicho radiofarmaco evidencian, en muchos
casos, una falta de selectividad en la localizacion de la marca radiactiva que conlleva dificultades en la
realizacion de un diagnostico adecuado. Entre las posibles causas de la falta de selectividad pueden contarse
mecanismos de localizacion inespecificos asi como malas marcaciones del farmaco. Aun con estas limitaciones,
su uso sigue siendo la opcion mas plausible para muchos especialistas.

El objetivo de este trabajo es evaluar conjuntamente la pureza radioquimica de preparaciones de **"Tc-
ciprofloxacina (mediante cromatografia de adsorcion) y la biodistribucion del radiofarmaco (a través del analisis
semicuantitativo de los centellogramas) tratando de establecer una relacion entre ellas. Los resultados se
analizaran en funcion de la proteccion radiologica del paciente.

1. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas son una de las causas principales de mortalidad y morbilidad a
nivel mundial. Para colaborar en el diagnostico y establecer la necesidad o no de un
tratamiento antimicrobiano, en determinados contextos clinicos se recomienda el uso de
estudios de medicina nuclear en pacientes que presentan fiebre con causas desconocidas o
infecciones bacterianas. Algunos de los primeros métodos usados para detectar infecciones
presentaban una sensibilidad relativamente buena pero poca especificidad, tal es el caso de
las imégenes obtenidas con ®’Ga-citrato [1]. Otro método gammagrafico que se empled
extensamente para detectar procesos infecciosos (exclusivamente localizados en el hueso) fue
el muy generalizado centellograma 6seo con ° ™Tc-metildifosfonato (*’"Tc-MDP). Este
radiofarmaco marca con altisima sensibilidad cualquier evento que acelere el recambio dseo.
Desde una fractura hasta una metastasis, cualquier noxa, y por supuesto una infeccion,
aceleran el metabolismo 6seo y son detectadas por un centellograma con **"Tc-MDP. Pero la
hiperactividad del M MDP, extremadamente sensible, es muy inespecifica. Marcara si,
una infeccion en el hueso, pero no podra distinguirla de un mero proceso inflamatorio, ni
podré diferenciar el proceso infeccioso activo del proceso de curacidon, en que el recambio
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dseo permanece acelerado. La gammagrafia con ~ " Tc-ciprofloxacina ha demostrado
actualmente ser de utilidad para diferenciar entre esos tipos de condiciones patologicas.

El marcaje de antibidticos permite obtener un radiofarmaco de alta especificidad diagnostica
selectivo del proceso infeccioso, que presenta imagen positiva ante infeccion y negativa en
procesos inflamatorios. El radiofarmaco **™Tc-ciprofloxacina fue el primer trazador que se
disefig para diferenciar infeccion de inflamacion estéril, por su union a bacterias vivas [2].

El radiofarmaco *™Tc-ciprofloxacina se prepara en el Servicio de Medicina Nuclear, a partir
de la reconstitucion con **™Tc- pertecneciato estéril y apirdgeno de un polvo liofilizado
comercial que contiene la molécula a marcar y los reactivos necesarios para que la
radiomarcacion ocurra con alto rendimiento (reductores, antioxidantes, buffers) asi como
bactericidas u otros agregados. El reductor que se incluye en los kits locales es cloruro
estannoso, del cual se sefiala como principal desventaja que acarrea la formacion de especies
coloidales de *™Tc [3.4]. Si bien en otros paises se realiza, luego de la reconstitucion, una
filtracion de la preparacion a través de poros de 0,22 um [3], en nuestro pais los kits
comerciales [5,6] no incluyen ni recomiendan una filtracion del producto como paso final de
la sintesis.

Antes de la administracion del radiofarmaco al paciente, se debe controlar la pureza
radioquimica de la preparacion. Es necesario que dicho parametro sea mayor al 90 %, caso
contrario no debe utilizarse el kit y debe descartarse la preparacion [5,6]. Se ha reportado un
control de pureza radioquimica que implica la realizacion de una cromatografia ascendente en
capa delgada utilizando como fase estacionaria silica gel y como fase movil la mezcla de
solventes diclorometano (CH,Cl,), metanol (CH30OH), hidroxido de amonio (NH4OH) al 25
% vy acetonitrilo (CH3CN) en una relacion 2:2:1:0,5 v/v que logra la migracion del
radiofarmaco **™Tc-ciprofloxacina més all4 del punto de siembra (Rf= 0,7) [7]. La polaridad
de dicho solvente de corrida es compatible con la migracion del “tecnecio libre” con el frente
de solvente y la retencion de los coloides de tecnecio (altamente polares) en el punto de
siembra, logrando separar totalmente a la especie deseada de sus impurezas radioquimicas.

Los kits disponibles en la Argentina para preparar ° "Tc-ciprofloxacina recomiendan
controlar la pureza radioquimica a través de la realizacion de una cromatografia ascendente
en capa delgada utilizando como fase estacionaria silica gel y como fase movil
metiletilcetona [5, 6]. En los prospectos se especifica que en este sistema las especies * "Tc-
coloides y *™Tc-ciprofloxacina quedan retenidas en el punto de siembre mientras que el
PMTe- pertecneciato (“tecnecio libre”) migra con el frente de solvente. En otras palabras, con
la corrida cromatografica recomendada por los fabricantes s6lo podria ponerse de manifiesto
la existencia de impurezas radioquimicas de “tecnecio libre”, ya que los radiocoloides y
%™ ciprofloxacina no logran separarse. Controles de calidad previos utilizando dicho
solvente evidenciaron la ausencia de “tecnecio libre” en las preparaciones de °*"Tc-
ciprofloxacina [8].

La captacion normal de este radiofarmaco es en rifiones y vejiga, moderada captacion en
higado y bazo y negativa en hueso. El principio activo del farmaco penetra a las bacterias por
difusioén pasiva e inhibe la topoisomerasa II (ADN girasa enzimatica), la cual actia en el
superenrrollamiento negativo de las cadenas de ADN e inhibe la replicacion celular. Por lo
tanto, el antibidtico marcado con un radioisotopo podria comportarse, en principio, cComo su
especie nativa y unirse selectivamente sobre las bacterias vivas y de esta manera aportar
imagenes gammagraficas de sitios infecciosos activos [9].
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Entre los parametros que pueden cuantificarse en una imagen de Medicina Nuclear pueden
mencionarse la relacion lesion/fondo y la radiactividad localizada en un area de interés
respecto a las cuentas totales. Respecto al primer punto, cabe recordar que las imagenes
obtenidas en medicina nuclear son expresion de un fendmeno estadistico, la radioactividad de
ciertos radioisotopos. Cuanto mayor sea la relacion “blanco/fondo” o “lesion/fondo”, mejor
sera la estadistica y mads significativas las posibilidades diagnosticas de la imagen. Cuanto
mas especifica sea la radiomarcacion del liofilizado, mas cefiida estard la biodistribucion al
fendémeno que pretendemos evidenciar optimizando de esa manera la relacion lesion/fondo.

El analisis convencional de las iméagenes, supone comparar el area donde se sospecha una
captacion anormal del radiofairmaco, con una zona homologa, que se presupone normal. En la
practica cotidiana, se considera suficiente la observacion visual. Si se desea precisar el
hallazgo, se documenta el contraste mediante formulas que vinculan la cantidad de cuentas
detectada en las respectivas areas de interés (ROI) y la expresan como porcentaje. La mas
habitual es:

Cuentas en la lesion — Cuentas fondo / Cuentas en la lesion + Cuentas fondo (1)

Para esto basta con adquirir una vista del area sospechosa y de un area contralateral
comparativa. Sin embargo, dado que en el presente trabajo se intentara evaluar la
biodistribucidn, todos los estudios incluyeron barridos de cuerpo entero, ademas de la vista
planar de la region sospechosa de infeccion.

En este trabajo 1) se prepard °~"Tc-ciprofloxacina a partir de liofilizados comerciales,
siguiendo las instrucciones del fabricante 2) se filtro el radiofdirmaco preparado a través de
poros de 0,22 um, 3) se evalud la pureza radioquimica de las preparaciones filtradas y sin
filtrar mediante cromatografia en capa delgada utilizando como fase estacionaria silica gel y
como fase movil la mezcla diclorometano, metanol, hidroxido de amonio al 25 % y
acetonitrilo en una relacion 2:2:1:0,5 v/v y como fase movil metiletilcetona, 4) se obtuvieron
centellogramas de cuerpo entero y de zonas sospechadas de infeccion, 5) se cuantific la
marca radiactiva localizada en la lesion y respecto al area contralateral y se calculd el
“contraste” entre ellas, 6) se confrontaron las cuentas totales acumuladas en todo el cuerpo,
con las reunidas en el area de la eventual lesion y 7) se interpretaron los hallazgos en funcion
de la proteccion radioldgica del paciente.

2. MATERIALES Y METODOS

99m

2.1. Preparacion de ~ Tc-ciprofloxacina y filtracion

El radiofarmaco se preparo6 seglin las indicaciones del fabricante, por reconstitucion del polvo
liofilizado con una solucién estéril y apirégena de *’™Tc- perteceneciato de sodio de
aproximadamente 15 mCi. Luego de la reconstitucion el radiofarmaco fue filtrado a través de
un filtro de jeringa estéril, de 0,22 pm de tamafio de poro.
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2.2. Determinacion de la pureza radioquimica

La pureza radioquimica de cinco preparaciones de **™Tc-ciprofloxacina se determind por
cromatografia ascendente en capa delgada. Como fase estacionaria se emplearon tiras de gel
de silice (Si0,) ("Merck" 5554 de Silicagel 60 con Indicador F254 sobre aluminio) de una
longitud de 13 cm. Como fase moévil se utilizd una soluciéon compuesta por los solventes
diclorometano, metanol, hidroxido de amonio al 25 % y acetonitrilo en una relacion
2:2:1:0,5. En dicho sistema, la relacion de frentes para las posibles especies quimicas de la
preparacion radiofarmacéutica son [10] Rf *™Tc- coloides= 0, Rf **™Tc- ciprofloxacina = 0,7
y Rf de *™Tc- pertecneciato (“tecnecio libre)= 1.

2.1.1 Procedimiento
En la tira cromatografica se marcaron con lapiz, antes de la corrida, el punto de siembra, el

frente de solvente y tres lineas de corte (que definiran, luego de la corrida, cuatro fracciones
de distintos rangos de Rf). El esquema de dichas marcas se muestra en la Figura 1.

12 cm — FRENTE DE SOLVENTE
Fraccion 4

10 cm

Fraccion 3

7cm —_—
13 em

Fraccion 2

Fraccion 1

2cm

Figura 1. Esquema de la tira cromatografica utilizada en la corrida con fase movil
CH;Cl,: CH30H: NH4OH 25 %: CH3CN (2:2:1:0,5).

Considerando los Rf, la asociacion entre las distintas fracciones de la tira cromatografica y
las especies que en ellas se retienen es la siguiente:

Fraccion 1: *™Tc- coloides

Fraccion 3: *™Tc- ciprofloxacina

Fraccion 4: *™Tc- libre.

Antes de realizar la corrida, la cuba cromatografica se llend con el solvente (hasta una altura
aproximada de 1 cm) y se tapd, de modo de saturar la atmésfera (aproximadamente por 20

minutos).

Luego de preparar el radiofarmaco de acuerdo a las especificaciones del fabricante y
siguiendo las normas de radioproteccion, se aplicé con una jeringa una gota de la solucion
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radiactiva en el punto de siembra. La tira fue entonces colocada en la cuba cromatogréfica, la
cual se tapd mientras el solvente ascendia por capilaridad. Una vez que el solvente llegd a la
linea marcada como “frente de solvente", la tira se retir6 de la cuba, se dejo secar el solvente
y se cortd con tijera en las lineas de corte. La actividad en cada una de las fracciones se
determind en un activimetro adecuadamente calibrado.

2.2. Analisis de las imagenes. Evaluacion de la Biodistribucion del Radiofarmaco

Acorde al propdsito diagnostico de los estudios, la cuantificacion de la captacion de
radiactividad luego de la inyeccion de **™Tc-ciprofloxacina se realizo, en principio, sobre la
vista planar del area solicitada para investigar la posibilidad de una infeccion; se definieron
zonas de interés (ROI) en el sitio presuntamente afectado, y en un area analoga comparable.
Conjuntamente, para poder conceptuar cuantitativamente la biodistribucion del radiofarmaco,
sobre las imagenes del barrido corporal, se definieron ROI que abarcaban el cuerpo total, y
ROI que se cefiian al area de la lesion.

En este trabajo se presenta el analisis, a modo de ejemplo, de una vista planar de una region
sospechosa de infeccion y de un centellograma de cuerpo entero de un paciente inyectado con
#mTe- ciprofloxacina.

3. RESULTADOS

3.1. Pureza Radioquimica

En la Figura 2 se muestra el porcentaje de actividad de **™Tc en las distintas fracciones de la
tira cromatografica, para los controles realizados sobre el radiofdrmaco sin filtrar (columnas
grises) y luego de una filtracion a través de poros de 0,22 um (columnas blancas).

70 T T T T

I Radiofarmaco sin filtrar
[ ]Radiofarmaco filtrado

Porcentaje de actividad

AN il

Fraccion 1 Fraccién 2  Fraccion 3  Fracciéon 4
99m

Figura 2. Porcentaje de actividad de ~ "Tc en las distintas fracciones de la tira
cromatografica, para el radiofarmaco sin filtrar (gris) y filtrado (blanco).
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Todas las fracciones de la tira cromatografica retienen especies de **™Tc y no se observan
diferencias significativas en la actividad de las distintas secciones si se consideran
preparaciones sin filtrar o filtradas.

Existe una retencion predominante de **"Tc en la Fraccion 1 (alrededor del 58 %) que se
asocia sin lugar a dudas a la presencia de **™Tc- coloides en la preparacion. Este hallazgo esta
de acuerdo con lo reportado para las preparaciones de *™Tc- ciprofloxacina que utilizan
cloruro estannoso como reductor [3,4].

En cuanto a la pureza radioquimica, una interpretacion estricta de la retencion de **™Tc¢ en la
tira cromatografica asignaria unicamente a la Fraccién 3 la presencia de **Tc-ciprofloxacina.
Esto resulta en una pureza radioquimica de alrededor de 12 %.

Una interpretacion mas real de los resultados de la corrida debe reparar en que la actividad de
9mTe retenida en el resto de las Fracciones (2, 3 y 4) no varia significativamente entre si,
rondando en todos los casos el 14 % de la actividad total. Este hallazgo puede asociarse a una
localizacion difusa de la especie **™Tc- ciprofloxacina, en cuanto se ha reportado que estas
preparaciones no contienen cantidades significativas de *”™Tc- libre [5,6]. Este analisis arroja
una pureza radioquimica de alrededor de un 42 %.

3.2. Analisis de las imagenes

En la Figura 3 se muestra una vista planar del extremo distal de miembros inferiores de un
paciente inyectado con *’™Tc- ciprofloxacina. En este centellograma la mera observacion
visual sugiere una hipercaptacion anormal en el extremo de la pierna izquierda (resabio de
una osteomielitis consecuencia de una fractura expuesta).

Figura 3. Vista planar del extremo distal de miembros inferiores (area sospechosa de
infeccion).

A fin de precisar el hallazgo se miden las cuentas detectadas en cada zona de interés y se
calcula el contraste con la formula (1). El resultado se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Vista planar del extremo distal de miembros inferiores (area sospechosa de
infeccion). Se indican las cuentas en la “lesion”, el “fondo” y las totales acumuladas en
el area tras una adquisicion de S minutos.

De acuerdo a la formula (1), el contraste hallado (expresandolo como porcentaje) es de 14%,
lo cual puede considerarse significativo y estadisticamente valido.

Sin embargo, al analizar la imagen del barrido corporal total de este mismo estudio (Figura
5), se advierte la biodistribucion, donde priman los coloides y especies radiomarcadas que no
son la *™Tc- ciprofloxacina. La actividad se distribuye y concentra en forma preponderante
en los lugares predestinados a coloides y particulas, e incluso permanece en el pool
sanguineo (se visualizan notoriamente las cavidades cardiacas, ademas de higado bazo y
pulmones). Se sefiala con una flecha la lesion en el extremo distal de la pierna.

Figura S. Barrido corporal total del mismo paciente.
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Del total de cuentas recolectadas en el barrido corporal, (8,710.675) menos del 5% se
concentrara en los tejidos objeto del estudio, y escasamente 20.583 cuentas en el area que
luego dard origen a la vista planar mostrada mas arriba y sobre la que se realizo el
diagnostico. Esta inadecuada biodistribucion no impide hacer un diagnostico. Prolongando el
tiempo de adquisicion (como se hizo) o aumentando la actividad inyectada al paciente pueden
llegar a acumularse las cuentas suficientes como para verificar un contraste aceptable.

Sin embargo, esto trae aparejado el posible cambio en la posicion del paciente mientras se
realiza el estudio, disminuyendo asi la calidad de la imagen. O bien, en el caso del
incremento de la actividad inyectada, el aumento de la radioexposicion a la que se somete, sin
el correlato de un beneficio en el diagnostico. La imagen s6lo pretende mostrar lo que el
control de calidad con el solvente adecuado ya anticipa. Como determinan las corridas, se
inyectaran junto con el antibidtico marcado, un alto contenido de coloides radiomarcados,
que no formardn parte del proceso diagnostico pretendido y solo contribuyen a la
radioexposicion

4. CONCLUSIONES

Se controlaron preparaciones de ~ ™Tc-ciprofloxacina mediante cromatografia de adsorcion
utilizando como fase estacionaria silica gel y como fase moévil un solvente capaz de separar la
especie deseada de sus impurezas radioquimicas. Los resultados de estos controles fueron
analizados tanto de un modo estricto y riguroso como de una forma mads real y practica. En
ambos casos la pureza radioquimica se encuentra muy debajo de los limites aceptados
internacionalmente como para que un radiofdrmaco sea considerado como apto para
administrar a un paciente.

La pureza radioquimica se ve afectada principalmente por **™Tc- coloides, en concordancia
con lo esperado para preparaciones que incluyen cloruro estannoso como reductor. El
hallazgo de que no existen en la preparacion cantidades significativas de **™Tc- libre también
esta a favor de la presencia de grandes cantidades de Sn™* en el polvo liofilizado.

Si bien se ensayo la filtracion de la preparacion radiofarmacéutica en pos de mejorar la
pureza radioquimica, no se observaron diferencias significativas ni en la cantidad de **™Tc-
coloides ni en la pureza radioquimica del radiofarmaco. Este hallazgo parece indicar que las
especies coloidales tendrian un tamafio de particula menor al poro del filtro utilizado. Asi
mismo, como se sugiere en la bibliografia [4], el pH de la preparacion parece ser un factor
determinante de la pureza radioquimica. Se propone como posible mejora de este parametro
una acidificacion de la solucion final a un pH de 2,5.

La comparacion de las cuentas recolectadas en al barrido corporal respecto a las localizadas
en la zona objeto de estudio es indicativa de la desperdigada biodistribucion e ilustrativa de
que aun en caso de que el farmaco pudiera cumplir con su finalidad diagnoéstica, se somete al
paciente a una radioexposicion improductiva, a cargo de coloides y especies radiomarcadas
que nada aportan al propdsito diagndstico y rescinden la ecuacidon riesgo beneficio que
supone el radiofarmaco en condiciones Optimas.
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