UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Medicina
Curso de Pés-gradua¢do em Medicina: Clinica Médica

DISTRIBUICAO MIOCARDICA DE 99mT¢-SESTAMIBI

Avaliacdio em modelos de angioplastia coronariana em humanos
¢ de fracionamento celular em ratos

PAULO DE ARAUJO CARVALHO

TESE DE DOUTORADO apresentada para obtencdo do

TiTULO DE DOUTOR

Orientador: Prof. Dr. Jorge Pinto Ribeiro

Co-orientadores:  Sabah S. Tumeh, M.D.
David Piwnica-Worms, M.D. Ph.D.

Porto Alegre, 1994



A Maria Alice, Carolina e Betina pelo apoio incondicio-
nal, paciéncia e coragem no convivio além mar e, principal-

mente, na volta aos pagos.

A Hypdélito e Lia, pela orientacdo e suporte em todos os

momentos decisivos de minha vida.

A Hermann e Eloisa, pela compreensdo e apoio aos nossos

planos e realizagoes.



AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Jorge Pinto Ribeiro, orientador do presente trabalho, pelas sugestoes,

acompanhamento e estimulo durante a realiza¢ao do mesmo.

Ao Dr. Jorge Luiz Gross, coordenador do Curso de Pés-Graduacido em Medi-
cina: Clinica Médica, quando do meu ingresso no curso e viagem ao  exte-

rior, pelo estimulo e pelas contribui¢des a minha formacao.

Aos Drs. Sabah S. Tumeh, David Piwnica-Worms ¢ Leonard B.  Hol-

man, co-orientadores e colaborador do presente trabalho.

A James F. Kronauge, PhD e Mary Chiu, MS, companheiros de horas de
trabalho laboratorial e responsdveis por significativa parte dos dados obti-

dos.

A William C. DeSisto CNMT, técnico em Medicina Nuclear do Brigham and
Women’s Hospital, pelo inestimavel apoio a realizagao dos estudos tomogrd

ficos.

Aos Drs. Viadimir I. Vekshtein, George Alajaji, James S. Nagel, Ja-
mes Kirshenbaum, Mieko Kawamura e Alun G. Jones, co-autores
do presente trabalho, pelas inlimeras contribuicdes e sugestdes no decurso

do mesmo.



INDICE

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS

1- INTRODUCAO ..o

2- REVISAO DA LITERATURA

.................................

2.1- PRINCIPIOS GERAIS DA CINETICA DE RADIOTRACADORES NO ES-

TUDO DA PERFUSAOMIOCARDICA ...evveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereaeeneeennnns

2.2- O USO DE 29T¢c-SESTAMIBI NA AVALIACAO DA PERFUSAO MIO-

CARDICA .oveeeorenoscscscoreassssnssnsemsnnsnnenns

2.2.1= HIStOTICO weveeeeeeeeeeeeeeenns

---------------------------------

.................................

2.2.2- Quimica do 22"Tc e de 99mTc-sestamibi........ccoeeurernenen...

2.2.3- Transporte miocardico ...............
2.2.4- Farmacologia clinica
2.2.5- Aspectos técnicos ..........cceuene...
2.2.6- Aplicégc")es clinicas...ccovvvvvvunnenn.s

3- OBJETIVOS .....ocvvonrrvnreneserenne e

.................................

ooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooo

4- DISTRIBUICAO SUBCELULAR E ANALISE DE 99Tc-SESTA-
MIBI EM CORACAO DE RATO ISOLADO E PERFUNDIDO

4.1 - INTRODUCAO.....c.cevrerreneerrrnnearennenenens
4.2 - MATERIAL EMETODOS ..uvninreerereeenesnesnesesnesensrersssnsensrssnssneenes

4.2.1 - Solugdes utilizadas..................

ooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooo

4.2.2 - Preparacdo de coracdo isolado e perfundido .................

4.2.3 - Fracionamento tecidual .......... e eeeeraeenraerranereraeaenaarenaaen

4.2.4 - Ensaios, marcadores e inibidores

.................................

13
13
14
16
24
25
28
31

33
35
35
36
37
39



4.2.5 - Andlise da administracdo “in vivo” de ?mTc-sestamibi... 41

4.2.6 - Analise eStatiStiCa ..vuuuerrevnierenrreerreaerereruiiierneeiineeseeieans 43
4.3 - RESULTADOS ..ouuiviiiiteiieeviineieeeseersorsieeesnessnenssaneesnnssnnersnnsans 43
4.3.1 - Distribui¢do subcelular ........cooociiiviieiiiiiiciieecein 43
4.3.2 - Analise da possivel ligagao proteica no citosol ............... 49
4.4 - DISCUSSAOD ....ooiiiiiiieiieeiieier ettt 50

4.4.1 - Associacido mitocondrial de 929mTc-sestamibi em coracdo

de mamifero .......coeeevveeeiiiniennneennens bevenerrnaererreraneraa, 50
4.4.2 - Modelos correlatos e implicagoes clinicas ......ccoeevvneenees 52
4.5 - CONCLUSAOQ .....cooittuuaiiiaeiaeaeaeeaeeaaaeeeeeeseseseesnssersaseesesansrannens 55

5- UTILIZACAO DE 99%Tc-SESTAMIBI NA AVALIACAO DA PER-
FUSAO MIOCARDICA POS-ANGIOPLASTIA CORONARIANA

5.1 = INTRODUGAO ..veteveeeeeeseeeeeeee e eeseeseseeseesessesessssassssseseesesees 57
5.2 - MATERIAL EMETODOS ...voeveenneeerenerneseeeseseessnesensesessnssnesnesenenn 58
LIV B 7 10l 151 L 1o U TR 58

5.2.2 - Estimulo com marca-passo e inje¢ao de 2°mTc-sestamibi . 59

5.2.3 - Aquisi¢do e quantificacdo das imagens .......................... 60
5.2.4 - Reavaliacdo dos pacientes.............. eresresnesbessessessesssases 62
5.2.5 - ANAlISE ESLALISHICA .vvveeeerereieerreereeeeerereneseeeessneeeennnees 62
5.3 ~RESULTADOS ..cuetetetneinenenneeenrinenteneeiesnerssersnernesnssssesconcnconsans 62
5.3.1- Pacienvtes estudados ...... P 62
5.3.2- Seguimemo angiografico e clinico .....ocovvvvveiivieneinnnenne. 63
5.3.3 - Analise das imagens tomOZraficas ......vveeeeiuveeeeeeevereennnn 64
5.4 - DISCUSSAQ .....oovvveernereaeenrenienneeaninnns ,.';.; .............................. 69

-
5.5 - CONCLUSAQ . ...ceueierniinrmmeiereeernnsnerenceeeronsenaronsesneanseresnnosnesans 72



-------------------------------------------------------------------------

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

73
78
79
81
83



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.
Figura 6.

Fi gura 7.

Figura 8.

Figura 9.

LISTA DE FIGURAS

Estrutura geral do complexo Tc-99m (I) hexakis

(2-metoxiisobutil iSONIrila). ceeeeeerenesecneccseeeenereeennenennnns

Ilustracao esquematica das membranas plasmatica
e mitocondrial da célula miocardica..cceeveeeerenen. cereees cosens

Diagrama esquemético do procedimento de centri-

fugagio diferencial aplicado aos coracdes de rato

perfundidos pela técnica de Langendorff e conten-

do 99mTe-MIBIL cvuuiiiiiiiiiicniiniiininnnenrcicececcceoscenann.

Distribuicao nominal de 99mTc-MIBI nas fracoes
obtidas a partir de coragdes de ratos perfundidos.....ceeeeeenss.

Correlacao entre o contetido de malato desidro-
genage (MDH) e 99mTc-MIBI nas fragoes “citoso-
licas” obtidas a partir de coracdes de rato perfun-

-
d!doso 0000000000090 0000000600000090600000C0PIPVS0PCP0ICSVIICRO0R006Q0QCQACGCSES

Efeitos do succinato (10 mM) mais rotenona (1 pM)
ou CCCP (5 uM) sobre o contetido de 92mTc-MIBI
nos sedimentos de “fragmentos celulares e “mitocon-

M 9
drla] N0R000000000000000000800000000000000008C0000000000000000 [ EEREXRR]

Distribui¢go fracionada corrigida de 99mTc-MIBI ex-
pressa como o percentual da atividade total obtida a
partir de coracdes de rato perfundidos...eceeeeieseeecaniennnses

Cortes tomograficos do eixo vertical longo médio do
ventriculo esquerdo ¢ cortes do eixo curto do ventri-

culo esquerdo, do apice para a base, da perfusao mio-

cardica com 227Tc-MIBI (A) e curvas segmentares do

perfil longitudinal da captacdo relativa deste tragador

(B) em paciente assintomatico até 7 meses ap6s ACTP.........

Cortes tomograficos do eixo vertical longo médio do
ventriculo esquerdo e cortes do eixo curto do ventri-

culo esquerdo, do apice para a base, da perfusdo mio-

cardica com 297Tc-MIBI (A) e curvas segmentares do

perfil longitudinal da captacao relativa deste tragador

(B) em paciente com recorréncia de dor toricica e is-
quemia demonstrada através de ergometria ¢ SPECT
miocardio 7 meses ap0S ACTP.ceececoocococscecacsacosoascasanns

15

18

45

46

48

66

67



Figura 10. Captacido relativa de *9nTc-MIBI para cada segmento
estudado, antes e apds a angioplastia..eeeeeeeececeeeneneeeeceeens

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Efeito da nigericina, amilorida e ouabaina sobre o s6-
dio e potissio intracelulares e sobre a captagdo liquida
de 99mTc-MIBI em cultura de células miocardicas de
embrido de galinha cevveveeiecnrnnnnennicrsocsoceniecnasasoccnanas

Tabela 2. Ultracentrifugag¢do de corag¢ao de rato marcado “in vi-
vo” com 99 Tc-MIBI: fracio citosélica comparada ao
Complexo livre de 99‘nTC-MIBII S0 8000000CC00000C069000COQ@EBEVOEOSOD

Tabela 3. Indugio de isquemia miocardica com marca-passo tem-
porﬁrio (MP’I‘)O 009 QOOPDO0CV0 202GV ICODNOOAOPCIROWDIRPOIVOERISROOEGEOEO

Tabela 4. Dados demograficos, radiol6gicos e clinicos dos pacien-
tes estudadoSO .Q.'..CDB.C....0.0.00....9‘;'..'....9....0.’...0.00"..0

Tabela 5. Captacdo segmentar de 2°mTc MIBI norinalizada a capta-
cdo maxima no VE(média + SE). ceceveeecncecccrccoccas

20

49

63

65



|--- INTRODUCAO

> s > ) i P e D s D T e D S S D S G D D e D . e S D O D D T D ) G P D R S e D o T ek D S ik G Gy e o S W ) € e S e e B D2 e e R D G G € Gk B s B D o W e S e



A Cardiologia N uclear ocupa posicao de destaque dentre os diver-

sos métodos utilizados para o diagndstico, o seguimento ¢ a avaliacdo da eficacia
terapéutica da cardiopatia isquémica. Tal fato relaciona-se a singularidade das in-
formagoes fornecidas pelos radiofarmacos utilizados para o estudo da  perfusdo
miocardica, ou seja, o significado funcional de lesdo coronariana, a extensdo de
miocardio sob risco e sua viabilidade !.

Talio-201 (201TI) foi, por muitos anos, o radiotracador de escolha pa
ra a avaliacdo da perﬁiséo miocardica, fornecendo a base para a valida¢do das ima
gens planares, tomograficas através do SPECT - “Single Photon Emission Cdmp_u
ted“Tomography” e pdlares representadas por mapas bi-dimensionais da distribui-
¢do relativa do radioirac;ador pelo miocardio, todas utilizadas na avaliacao da car-
diopatia isquémica 2. Entretanto, como suas caracteristicas fisicas deixam a  dese-
jar (meia-vida fisica dé 73 horas e f6tons com energia de 69 a 83 KeV*), perma-
neceu o interesse em desenvolver radiofdrmaco com propriedades mais  favora-
veis. |

Recentemente, foram desenvolvidos ckomplexos monocatiénicos do
Tecnécio-99m ¢97Tc) com grupos isonitrilas capazes de substituir 020!T]  com
vantagem devido as caracteristicas fisicas quase ideais do *>"Tc 3. Dentre as isoni-
trilas estudadas, a hexakis-2-metoxi-2-isobutil isonitrila apresenta as caracteristi-
cas 'd'e biodistribuicio mais adequadas 4, recebendo o nome genérico de sestamibi.

* KeV- quilo elétron-volts = energia adquirida por um elétron acelerado através de diferenga de po-
tencial de 1 volt e igual a 1,6022 x 10-16 joules.
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Embora muitos estudos 4.5.6.7 tenham demonstrado estreita  correla-
¢ao entre a capacidade diagnostica do 29mTc-sestamibi e do 201 Tl, torna-se necessa
rio o estudo da cinética intracelular e das aplicacdes clinicas peculiares ao 99mTc-
sestamibi. O presente estudo objetiva a abordagem destes aspectos através da ana-
lise da distribui¢ao subcelular do 29mTc-sestamibi C9nTc-MIBI) em coracdo de
to isolado e perfundido e da sua utilizagdo na avaliacio da reperfusdo miocardica

po6s-angioplastia coronariana em humanos.
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2.1---PRINCIPIOS GERAIS DA CINETICA DE RADIOTRACA-
DORES NO ESTUDO DA PERFUSAO MIOCARDICA

Em Medicina Nuclear, a aplicacao dos principios da cinética de
tracadores marcados por elementos radioativos baseia-se em modelos  comparti-
mentais, sendo um compartimento definido como o volume ou espaco dentro  do
qual o tragador distribui-se ridpida e uniformemente. O nimero, interrelaciona-
mento, organizacao ¢ ’deﬁnigﬁo de compartimentos em determinado modelo com-
partimental é desenvolvido a partir do conhecimento de principios fisiologicos e
bioquimicos 8°.

A éompartimentalizagéo miocardica pode ser caracterizada a-
través de um agregado de unidades capilar—miécitb dispostas em paralelo, onde ca
da ﬁﬁidade apresenta convexao-difusio do tragado‘r, o qual € axialmente distribui-
do.:e:m 3 regides (capilar, liquido intersticial € mi6cito) e atravessa duas barreiras
(o endotélio capilar e o sarcolema)!®, Para a préSente revisdao, deve-se acrescentar
o compartimento subcelular do mi6cito cardiacd,‘zo espaco intramitocondrial, e
sué barreira, a membrana mitocondrial interna, aumentando a rota de  distribui-
¢do axial do tracador.

| Os processos através dos quais‘os substratos ou os tracadores a
tingém o sitio-alvo incluem a convexdo, a permeacao entre ou através das célﬁlas
endbteliais, a difusdo através do intersticio, o trahsporte através do sarcolema (ati

vo, passivo ou mediado por carreador), a rea¢do quimica (metaboliza¢do) e a sua
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retencao (residuo). Os radiotragadores utilizados para avaliacao da perfusao mio-
cardica obedecem a esta seqiiéncia com extracao proporcional ao fluxo sangtii-
neo regional e retencio estivel por tempo suficiente para que sejam adquiridas as
imagens diagnoésticas (tempo de residéncia). Nao devem, porém, sofrer acio me-
tabdlica intracelular (reagdo quimica) que altere a relagdo de domindncia do efei-
to do fluxo sangiiineo, ou seja, convexio, tempo de residéncia intracelular e saida
do compartimento intracelular (“washout”)!9. A reducao da convexao e do “wash-
out” de metabdlitos intracelulares € inerente ao evento isquémico do  miocardio.

- O miocérdio é ricamente suprido por rede capilar que funcio-
na como regido de ttoéa entre a corrente sangiiinea e o intersticio apés a conve-
xdo ou entrega dos radiotragadores ao ‘(’)rgﬁo-al'v{). Os capilares miocédrdicos pos-
suem didmetro médio de 5 p estando separados‘; uns dos outros, por distdncia de
I7a 20 p, sendo seu volume correspondente a 3,3% ou 0,035 ml/g do miocérdio.
Hé éproximadamente um capilar por miécito cardiaco. Fatores vasculares ixﬁpor—
tantes a serem considerados durante a fase de convexdo do radiotragador incluem
sua via de transporte (hemicia ou plasma - em vasos < 300 u de didmetro a veloci
dade das hemaécias é 1,5 vezes a do plasma) ¢ a disperséo do radiotracador (forca
e Qelocidade da inje@ﬁb endovenosa, diferenca de fluxo laminar intravascular,z flu-
tuég;_ﬁo do fluxo confotme o ciclo cardiaco e vatiagﬁo regional de fluxo em cora-
géies normais)!!,

- Além destas caracteristicas anatﬁmicas da microcirculac@o e da
cohvexﬁo dos radiotracadores, para estudar-se a extracfio e retencio destes com-

postos é necessario conhecer suas propriedades fisio-quimicas como sua dimensdo
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e forma molecular, seu grau de ionizacao e solubilidade lipidica 12.13, O transpor-
te de substratos, ions ou hormonios através da parede capilar do miocardio pode
ocorrer pelos seguintes processos: passagem de moléculas menores que a albumi-
na por fendas aquosas de 10 nm de largura entre as células endoteliais com  pro

gressiva obstaculiza¢io conforme a configuracao molecular; para substancias li-
possoliveis, dissolugdo ¢ difusao através das faces luminal ¢ abluminal da mem-

brana celular das células endoteliais; transporte ativo ou facilitado mediados por
carreadores e sujeito a saturacdo em altas concentragoes de substrato, inibicao por
bloqueadores ou competidores e contra-transporte; difusdo passiva lateral na inti-
midade da membrana das células endoteliais 1.

Ao estabelecer-se um modelo com unidades capilar-miécito dis
prtas em paralelo, deve-se considerar a difusdo radial (do capilar para o intersti-
ciO)ﬁ e axial (transmefnbrana) em cada unidade. A difusdo radial do capilar para o
mibcito € extremamente répida e pode ser desconsiderada uma vez que a distincia
a ser percorrida pelo tragador é < 10 p com tempo de difusdo de aproximadameg
te 10 ms. Ja, gradierites axiais a partir do liquido intersticial podem ser avant‘aja~
dds chegando o tembo de difusdo axial a 1000 segundos, devendo, portanto, se-
rem determinados na formulacdo de modelos compartimentais ! .

Quanto ao transporte através do sarcolema, as Gnicas op¢oes in
cluem o transporte passivo por dissolu¢do através da membrana ou via mecénis—
mos de transporte especializados. Para fons, a condutividade através de canais de-
pende do gradiente de voltagem transmembrana ¢ da periodicidade das alteracoes
de Qoltagem. O tranéporte de fons xenobiéticos como o rubidio e o tilio & feito a-

través dos canais de s6dio e potassio. A concentracio intracelular de sédio é man-



-6 -

tida através da bomba de sodio (s6dio potassio ATPase)!!.13,

A retengao intracelular do radiotracador é fundamental para
sua deteccao e conseqiiente estimativa do processo fisiologico a ser estudado. A
transitoriedade da retencao do tracador esta diretamente relacionada s suas carac
teristicas fisio-quimicas, podendo sofrer alteragdo conformacional (reagcdo quimi-
ca) ou permanecer inalterado com maior ou menor tempo de residéncia intracelu-
lar (gradiente eletronegativo de membranas ou dependente de carreadores) 11-14,
Séﬁ as reacoes intracelulares de transformacao ou sequestro ocorrem com a mesma
velocidade que o transporte através da membrana celular haver4 igual oportunida
de de reagio intracelular ou de saida da célula ! L

A Com o progresso alcanc¢ado através do dominio da tecnolbgia‘

para obtengdo de imagens tomogréficas, a técnica de “convexdo/deteccdo do resi-
dﬁb” para estimativa da perfusdo através de trag:édbres pode ser extendida a dimi-
ntifés areas em diferentes compartimentos, que pbdem ser “abertos” ou  “fecha-
dos” em relagdo A depuracio do tragador. Mais éomumente, 0s compartimentos
sdo abertos, como € o caso dos radiotragadores com distribui¢do e intercambio en
tre sangue e tecido. Deve-se salientar que as técnicas de detecgdo do residuo ou do
efluxo fornecem a mesma informacao de formabdiversa, ou seja, o contetido '4resi—
ddéili do tragador € a quantidade que entra no 6rgao-alvo menos aquela que sai a-
trévés do efluxo. A vantagem potencial das imag‘ens tomograficas de alta resolu-
¢do ¢ ade permitir a analise do residuo em fung¢@o do tempo para pequenas  re-
gides do miocardio 1.

O embasamento te6rico para a determinagéo da perfusao xﬁio~

cardica é simples e foi estabelecido por Sapirstein@ em 1956, ou scja, se determi-
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nado tragador é injetado por via endovenosa, sua difusdo inicial para os tecidos
sera proporcional & distribui¢do do débito cardiaco para aqueles tecidos. O protd
tipo de tal tragador € o potassio (K*) que por algum tempo ap6s sua aplicagao en-
dovenosa, distribui-se proporcionalmente ao fluxo sangiiineo regional do miocar
dio. Entretanto, a medida que o tempo passa, ocorre redistribuicdo deste K* intra
celular injetado, atingindo-se o equilibrio com o potdssio nativo.

Varias etapas sucedem-se até que determinado tracador atinja
0 cémpartimento alvo e ai seja temporariamente retido. SAo necessarios, o aporte
aoéapilar através do fluxo sangiiineo, a sua extragdo para o tecido através da pare
de do capilar e a sua incorpora¢do a determinado processo bioquimico. O aporte
é feito através do fluxo sangiiineo (ml/min) ou pérfuséio (ml/min/g), enquanto sua
extra¢ao pode ser “li(juida” (diferenca entre a entrada e a saida do tracador em es
tado de equilibrio - steady state ) ou “unidirecional” (refere-se 2 extracdo da cor-
rente sangiiinea para b tecido, excluindo a quantidade de tracador transferida do
tecj‘ido para o sangue). A extracao unidirecional pode ser medida pela observagﬁo
da “taxa de captacio” do tragador pelo tecido ou 6rgdo, imediatemente apés  sua
adymjinistragéio endovénosa. A extracdo dos radibtragadores ocorre através da ’par_q
de d"os capilares e sua }fragﬁo de extragdo depende da drea de superficie da rede ca
pilar, da permeabilidade capilar de determinado tracador e de seu aporte dado pe-
lo flﬁxo sangiiineo. O “coeﬁciente de extragéio” dé determinado radiotrac;addr é
dado pela relacao entre 0 produto da superficie (S) x permeabilidade capilar (P) e
o fluxo sangiiineo através do capilar (F). A extrzigﬁo tissular de determinado tra-
cador aumenta quando ocorre um aumento do produto SP (ml/min) ou quando ha

retardo de F através do capilar. Em determinada 4rea tissular como o miocardio,
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para determinado valor do produto SP, quanto mais rapido o fluxo sangiiineo F,
menor a chance de extracao do radiotracador 8.

O termo “captagao” é muitas vezes utilizado de forma impreci-
sa podendo significar o contetido de tracador (captacao liquida ou ner uptake ) ou
o ritmo de transporte do mesmo (taxa de captagdo ou uptake rate ) em determina-
do compartimento ou tecido. Para fins da presente revisdo, o termo captacio serd
qualificado como “taxa de capta¢do”, definida como a varia¢do do contetdo de ra-
dibiragador na unidade de tempo (mg/min) e, como “captacao” quando houver re-
feréncia a0 actimulo do radiotracador em determinado tecido ou 6rgao(mg/ml)!s,

Apés atingir a concentra¢ao de “equilibrio” (‘aqui significando
que a concentra¢do do radiotragador nos compartifnentos atingiu valor constante
errll"fungéo do tempo), a concentra¢io sangiiinea sera diferente da tissular, sendo
que a razdo das Conceﬁtrag(”)es tecido/sangue, em equilibrio, é caracterizada pelo
“coeficiente de partigéo” (). Para modelos compartimentais que avaliam ﬂuxo
sahgﬁineo e perfuséo,k este coeficiente pode ser expresso como o “volume de distri
buicdo” do radiotracador por unidade de massa do tecido em questdo. O volume
de distribui¢do para determinado radiotracador é dado pela relagao entre a ativi-
dade injetada (em mCi* ou MBq™) e a concentragéo do radiotracador em determi
nadé compartimento ;(em mCi/ml ou MBg/ml) 8,

A maioria dos modelos compar'timentairs utilizados em Medici-
na Nuclear estio baseédos na pressuposicao de qﬁé a cinética dos tracadores é li-
neaf (farmacocinética de 1* ordem), ou seja, ao dbbrar-se a concentracao dobra a
eliniinat;ﬁo do sistema. Esta passagem de substincias através dos compartimentos

* mCi - 1/1000 do Ci (Curie), unidade basica de radioatividade definida como 3,7 x 10'2 desintegrages por segundo.
** MBq - unidade S de radioatividade equivalente a 106 desintegra¢des por segundo (1 mCi = 37 MBq).
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é referida como “fluxo”/unidade de volume ou massa de tecido (moles/min/ml ou
mg/min/g), sendo que a relacdo entre a concentragdo e o fluxo do radiotragador
entre os dois compartimentos é descrita pela constante de transferéncia “k”, cuja
unidade é tempo!. Em farmacocinética de 1* ordem, a constante k representa a ta-
xa de transporte de uma substdncia a partir de um compartimento por unidade de
tempo (funcdo exponencial andloga a constante de decaimento do radiois6topo),
sendo que 1/k corresponde ao “tempo de trinsito médio” da substincia neste com-
paiﬁmento (andlogo a meia-vida do radiois6topo) 8.

Grande parte das informagoes bésicas para o desenvolvimento
dos estudos por imagem com radiotragadores foi obtida através da técnica de di-
lui¢‘éo de miltiplos indicadores injetados simultaneamente em animais com cora-
¢do ;integro. Sua utilidade encontra-se na facilidade de comparacao entre radiotra-
cadores com diferentes taxas de penetra¢do na parede capilar ou no sarcolenia,
preséupondo—se que 0 transpoﬂe do tragador seja mais complexo que o do con-
tro’lé (albumina - pressuposto de que esta nao deixe o espaco vascular). Os traca-
dores da perfusao miocérdica utilizados em Medicina Nuclear sdo substincias “di
fuéio-limitadas”, ou seja, 3 medida que aumenta 6 fluxo sangiiineo regional atin-
ge?sé o limiar da capacidade de difusdo. A perrhéabilidade destes tracadores pode
ser cStimada a partir das curvas de dilui¢do normalizadas, desde que sejam conhe-
cidbs o0s seguintes valdres: a velocidade do fluxo plasmatico (F,); o tempo de co-
leta ‘da amostra (t); a radioatividade de cada amostra (C); e a dose injetada de ca-
da’ }édiotragador (q,)- ‘Conhecidos estes parﬁmetrbs, a andlise da curva de dilui¢do
forhéce 0s seguintes dados 12:

- fra¢dio do tragador que emerge do coracao por segundo h(t), que é dada
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por: h(t)=F xC,/q,
- fracdo de extracao instantdnea E (t), ou seja a diferenca entre as curvas de
transporte da albumina e do tragador, que ¢ dada por:
| E(t)=1 - hy(®) / he(t)
onde: D = fracdo difundivel do tragador
R = fra¢ao do controle

- fragdo de extracdo média E,;,x, ou seja, o valor maximo no pico da cur-
va E (t).

- 0 produto “pérmeabilidade x area de superficie” capilar, é calculado | a
partir de Epox. quando o tragador est4 disperso no afluxo arterial e sua saida do
compartimento extravascular para o intravascular € negligenciavel:

PScap= -Fs x log(l - Eyay)

- extragdo miocardica liquida do tracador Engp que é dada pela integral da
extragdo do tragador no perfodo de tempo em que 99,99% da albumina (controle)
deiXa o sistema pelo efluente venoso. Este tempo varia de 1,5 a 6 minutos, depen-
dendo da velocidade de fluxo sangiiineo.

. quando todo d tragador controle deixa o sistema, o valor final de  Eygy
do't'racador em estudo & igual a funcdo residual R (t).

Além da técnica de miltiplos indicadores avaliados em coracdo
integro, outros métodos que permitem a avaliagdo do transporte tissular e celular
de tracadores inclui eritrcitos isolados, células miocardicas fetais, neonatais ou
adul‘ias, fatias isoladas de miocardio e coragdo isolado e perfundido (preparacio
de I;angendorff 13 . coragdo € perfundido retrogradamente através da aorta, sob

pressdo ou fluxo constantes, permitindo controlar independentemente diversos pa-
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rametros fisiologicos como fluxo, trabalho, disponibilidade de substrato, aporte
de drogas e recirculacio) e em cultura de células miocérdicas !5 que sdo utilizadas
na tentativa de caracterizar o transporte idnico intercompartimental, a  atividade
elétrica, a contratilidade, o metabolismo e a morfologia durante estado de equili-
brio fisiol6gico € apds lesdes reversiveis/irreversiveis, sem a complexidade de
multiplos compartimentos dispostos axialmente ou trauma da dissec¢do. Ambas
pdssucm vantagens ¢ desvantagens, mas a soma dos dados fornecidos tem sido -
til, demonstrando acurdcia e valor preditivo para o entendimento da cinética dos
divérsos tracadores (propriedades relacionadas ou independentes do fluxo sangiii-
neo). | |
Através dos estudos da cinética intercompartimental dos fadio—
trécédores em cultura de midcitos cardiacos de embridao de galinhal4, o afluxo uni
ditéCional (J) entre oS compartimentos extra (e)'é intracelular (i) pode ser eStima-
do :pjiela taxa de captacdo inicial, sendo descrito como:
Je-i = ke=-i X Ce
Jie=k xC
onde: k = constante de transporte
C = concentragio do radiotracador
Em estado de equilibrio: |
Jei = i-e = J
O aciimulo liquido em compartimento intracelular em funcdo
do tempo & expresso como radioatividade intracelular:
dC,/dt=Jx e ket

- se t tende a zero, a medida inicial da taxa



-12 -

de captacdo fornece estimativa do afluxo do tracador, sendo que, na pratica, se es-
ta medida for obtida em intervalo < 1/6 da meia-vida da troca intercompartimen-
talo erro é < 10% (concentragdo extracelular deve ser mantida alta em prepara-
¢oes de células em cultura ou em 6rgao inteiro submetido a taxas de fluxo cons-
tantes nao fisioldgicas e muito altas). Como o tamanho dos compartimentos, a ta-
xa de transporte ¢ a concentracao do tracador podem variar, ¢ importante o enten
dimento de sua cinética completa dos tragadores nao dependentes do fluxo sangiii-
neo ‘como os utilizados clinicamente no estudo da perfusao miocardica.

Como estes radiotracadores Sﬁo cations, sua distribuicdo intra-
celular pode ser dependente dos potenciais de membrana, sendo que a razao entre
o contetido extracelular ¢ intramitocondrial (a fa\?or de gradiente eletronegativo)
pOiie ser dada por uma variante da equacao de Nernst 14

Coil C, = €~ EM+AY)F/RT

mito
onde: FIRT=26 mV a37°C
Cmito= concentra¢do mitocondrial
C= concentragéo extracelular
Em = potencial do sarcolema
A =potencial da membrana mitocondrial in-
terna |
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2.2---0 USO DE 99wTc-SESTAMIBI NA AVALIACAO DA PERRU
SAO MIOCARDICA

2.2.1 - Historico

A partir dos trabalhos de Davison 16, Abrams !7 ¢ Jones 18, foi
possivel sintetizar complexos estiveis de alquil isonitrila com 9°nTc¢ (I) metaesta-
vel em concentracdo de tracador (10-83a 109 M),‘ avaliar a biodistribuicdo destes
complexos em animais ¢ estabelecer as correlagdes de estrutura molecular e  fun-
céo, prognosticando seu uso potencial em estudos da perfusio do miocardio e mar
cacao de células, plaqhetas e lipossomos. Os grupos alquil utilizados foram metil,
propil, butil tercidrio e metoxiisobutil, sendo que este Gltimo (®*"Tc metoxiisobu-
til isonitrila, 99mTc-MIBI, 29w Tc-sestamibi) caracteriza-se pelas propriedades mais
adéqUadas para obtencdo de imagens da perfusao miocérdica, ou seja, retencao he
pét’icia transitéria com excrecdo biliar rdpida e minima retencio pulmonar4!9.

A anélise quimica do 2°mTc-MIBI demonstra tratar-se de com-
plexo catibnico monovalente com nicleo central de 99nTc em estado de oxidagao
(I)T 'éircundado de forma octaédrica por 6 ligantes coordenados por 4tomos de car
bono isonitrila (Figura 1).

| Em estudo multicéntrico de fases I e II 4, foram determinadas
a seguranga do 99mTc-MIBI para uso em humanos e iniciadas as comparacdes com

0 201T4lio, Gnico agente perfusional de f6ton Gnico até entdo utilizado. Em 1990 o
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99mTc-MIBI foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados
Unidos da América, passando a ser comercializado pela Du Pont Company com
nome comercial de Cardiolite®. Desde entio multiplicam-se os estudos que com-
param este agente ao 201T4lio e que procuram determinar sua biodistribuig¢do, ca

racteristicas diagnésticas e progndsticas 20.21,
2.2.2 - Quimica do 99mTecnécio e de 29" Tc-sestamibi

Quase 80% dos tracadores utilizados em Medicina Nuclear sio
ligédos a0 ?22nTc devido 2 caracteristicas fisicas eXtremamente favoraveis que in-
cluem: a meia-vida fisica de 6,02 horas; a despréiivel emissdo de elétrons propi-
ciando o uso de doses em nivel de mCi sem irradiacdo significativa do paciente;
f6tons monocromaticos de 140 KeV que permitem maior resolucéo espacial; e a
sua disponibilidade através da producdo a partir de gerador de Mo (Molibdénio-
99) em solugio estéril e apirogénica 3.

Tecnécio, do grego “artificial”, ¢ um dos membros do 79’ sub-
grupo de elementos da tabela periédica descoberté em 1937, sendo um metal de
cor ,éinza, com nidmero atdmico 43, ponto de derretimento aos 2160 oC e cristali-
za¢5b com padrio muito préximo & disposi¢do hexagonal. Provém do °*Mo, o
qual‘é produzido a parﬁr da fissdo de 6xido de Uranio-235 enriquecido. Em seu
esfado meta-estavel, o °9mTc¢ decai por transi¢ao isbmérica ao estado pseudo-esta-
velk, 99T¢ que, por sua vez, decai ao estado estdvel com meia-vida de 210 mil anos,
transformando-se em Ruténio-99 (®°Ru). A configuragdo eletrdnica do dtomo neu

troido tecnécio no estado basal é descx‘ita como 15:2s:2ps3s3psdsApsddss:, sendo
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que a perda de um ntmero fixo de elétrons dos suborbitais s, d ou de suborbitais
hibridizados resulta em diferentes estados de oxidacdo, por exemplo, a perda de

um elétron de 6rbita 5s leva ao estado (I) de oxidacao, menos estavel, que estabili

C-N-R

Figura 1. Estrutura geral do complexo Tc-99m (1) hexakis (2-metoxiisobu-
til isonitrila) enfatizando sua configuragio octagdrica.

za-se ao formar complexos catidnicos como, por exemplo, com isonitrilas 19,

’ O 99nTc é obtido a partir de um gerador de *Mo através da e-
lui¢do com solugéo fisiologica e produgdo da solu¢do de ion pertecnetato, um  4-
nion de carga tinica e dtomos de oxigénio em extremidade do tetraedro (°*"TcQ;")
com volume molecular de 4 x 1023 cm?3, ligado a dtomo de sédio (**"TcNaTcO,-)
e estado de oxidagﬁd 77'+. A maior parte da informacao existénte sobre a quimica
do 29nT¢ (sem carreador ou complexo ¢ em baixa concentra¢do - ~ 10° M) foi ob
tida a partir do 99Tc (éom carreador ou complexos € em maiores concentragdes -
10-4a 105 M) utilizaﬁdo-»se técnicas analiticas como polarografia, espectroscopia

de massa, cristalografia com raios-x, cromatografia, etc 3.
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A formacgdo de complexos com as isonitrilas é possivel através
da reducgio do estado de oxidagdo de 7+ (VII) para 1+ (I) através da adicao de clo
reto estanoso (SnCl, 2H,0), agente redutor em meio acido. O °°mTcNaTcQ,- é adi
cionado a “kit” contendo tetraﬂuoroborato de tetrakis (2-MIBI) na forma de  sai
de cobre (1) sendo a solucdo fervida por 10 minutos. O pH do produto reconstitui
do é de 5,5 e a eficiéncia de “marcacdo” > 90%. Ap6s a reconstitui¢do o 99mTc-

MIBI pode ser utilizado por 6 horas 3.
2.2.3 - Transporte miocérdico

A partir de modelos experimentais em que as concentra¢des ex
tracelulares sdo similares as clinicamenté relevantes (10-10 M), verifica-se que tan
to a carga cati6nica quanto a lipofilicidade e a estrutura ramificada dos radicais al
quila)sz’io necessérias para caracterizar as propriedades bioldgicas dos complexos
de 99mTc-isonitrilas 23. Tais compostos lipofilicos sofrem particdo atfavés das
membranas biolégicas e sua carga positiva distribuida através da molécula permi-
te que haja deslocamento passivo através da membrana em propor¢ao ao  poten-
cial transmembrana. Como a célula miocéardica ¢ rica em mitocondrias (alto’ poten
cial eletronegativo da membrana mitocondrial inﬁema - A¥=-150 a-200 mV)
ha cdncentragﬁo adicional no compartimento intramitocondrial em relagéo ao cito
sol, ap6s transporte através do sarcolema (potencial eletronegativo - E,;= - 30 a
- 90 mV)!s. A influéncia do E,, sobre a captagdo de 99mTc-sestamibi pode ser sepa
rada da influéncia do A através da despolarizagdo quase completa do sarcolema

pelo'éumento da concentragdo extracelular de potéyssio e da adi¢do do ionoforo de po
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tdssio - valinomicina. A captagdo liquida de %9wTc-sestamibi em 60 min. cai 83,5%
quando do uso de solu¢do tampado com alta concentrag@o de potassio e 96% quan-
do adicionada a valinomicina, sendo que a captacdo deste tragador pode ser rever-
tida pela exposicao a este tampao. O efeito da valinomicina isola, provavelmente,
o efeito da despolariza¢ao da membrana mitocondrial. Apds uso de tampao com
alta concentrac¢do de potassio e valinomicina, verifica-se que a taxa de captagdo de
99mTc-sestamibi entre o espago intra e extracelular é 0,9 + 0,2 (média + erro pa-
driio), valor este préximo da unidade, 0 que sugere a auséncia de mecanismo de
ca@tagﬁo que seja independente do potencial do sarcolema 14,15,

Ao avaliar-se a captacio liquida de 99vTc-sestamibi em diferen
teé"células, verifica-se que a célula miocardica de embrido de galinha e de ratos
pdééuem captagao maior que fibroblastos e células endoteliais devido, provavel-
mente, a0 seu maior potencial de membrana celular e mitocondrial, assim como
ao‘maior volume miiocondrial, fatos que contribuem em parte para a aparente €s-
peciﬁcidade de captagdo miocardica deste agenté no cendrio clinico 15,24,

| Ja o efeito da energética mitoéondrial sobre o acimulo e reten-
cao de 29nTc-sestamibi € avaliado através de inibidores de transporte e ionéforos
(Figura 2). A despolatizac;éo da célula miocérdica impede a captag@o ou provoca
a saida de 99mTc-sestamibi, enquanto a hiperpolarizacao de membranas aumenta
significativamente sua retenc@o intracelular. Carbonil cianida m-clorofenilhidra-
zona (CCCP) ou o 2,4 dinitrofenol sdo compostos que rapidamente desacoplam a
mitocOndria através da despolarizacao de sua membrana interna, levando a imedia
ta liberacdo do contetido intramitocondrial de 99mTc-sestamibi, assim como a ihib’g

g56 de sua captacao celular. A determinacao simultinea do contetido celular de
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ATP demonstra que a liberagdo de%9mTc-sestamibi intracelular independe do me-
tabolismo de fosfatos de alta energia. Também o uso de solu¢io tampao com alta
concentracao de potassio induz a queda da captacgao deste radiotracador devido a
despolarizagdo do sarcolema e, para as células miocardicas despolarizadas  desta
forma, a adi¢do de valinomicina provoca diminui¢ao ainda mais acentuada de sua
captagﬁo devido a despolarizagdo seqiiencial da membrana interna da mitocéndria
(vér acima) 14,15,

ouabaina

valinrénicina _j_ A

|

K+

“amilorid
e ol

|
| Em= - 83 mV

K+
vaiin‘ icina Y membrana
6 K+ plasmitica
nigericin L1
e A \ <}
mitocOndria . veja ’74@ Te-99m MIBI
Age=- 180 mV abaixo
azida +
matriz rotenona ADP + F
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transporte  Sitio ] Sitio I Sitio 111 H+
elétrons ‘ FiFo l é |
inferna % % é l IJ ] cocp
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Figura 2. llustragdo esquemdtica das membranas plasmatica e mitocondrial da célula mio-
cardica demonstrando o local de agdo de iondforos e inibidores utilizados na ava-
liacao do actiimulo potencial-dependente de Tc-99m MIBI. CCCP, carbonil ciani-
da m-clorofenilhidrazona; DPN, 2,4-dinitrofenol (Referéncia 14).
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O uso de rotenona ou azida, inibidores especificos do sitio I e

IIT do transporte mitocondrial de elétrons, respectivamente, nao deve provocar co
lapso imediato de AY, ndo apresentando efeito sobre a retengido de 99mTc-sestami-
bi. Ja a nigericina, ion6foro que media a troca eletroneutra de K+ / H*, provoca o
colapso de AY, produzindo hiperpolarizagao deste Gltimo, levando a aumento mo-
derado da retencdo intramitocondrial deste tracador. Quando adicionada anigerici
na, a ouabaina -inibidor especifico da Na*/ K+ ATPase do sarcolema- reduz a cap-
tagao de 99mTc—sestamibi, sugerindo que a a¢do da nigericina pode também ser me
diadé pela interacio direta ou indireta da bomba eletrogénica de Na*. A ouabaina,
quando isolada, causa minimo efeito sobre a captacdo imediata de 99nT¢-sestami-
bi, pbrém provoca um aumento do seu acimulo tardio. Este efeito também ocor-
re dﬁando verapamil (bloqueador dos canais de Ca**) é adicionado a solugao tam-
péo,‘imgerindo que estes bloqueadores do transporté de cations aumentariam 0
compartimento celulaf ou diminuiriam o efluxo celular deste tracador, refletindo
uma hiperpolarizagio secundéria da membrana mitocondrial interna ou uma con-
tribUiQﬁo do potencial do sarcolema (por exemplo, alteracdo da  permeabilidade
do K* dependente do Cat+)14,15.24,25, -

| Ja, com o objetivo de determinar-se a influéncia da perda de
K?('queda do potencial do sarcolema) ou do aumento do ganho mitocondrial de
Ca* sobre o controle da captacéo celular liquida de 99"Tc-sestamibi, adicionou-
se amilorida 3 solugéio tampdo com nigericina. A amilorida € inibidora da troca
de Na* / H* e, em conjunto com a nigericina, provocou um pequeno aumento da
captagﬁo liquida deste tragador, diminuiu parcialmente o aumento de Na* intrace-

lular e reduziu a carga mitocondrial de Ca** quando comparado ao do efeito isola
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do da nigericina. Como h4 significativa perda de K+ intracelular com o emprego

da nigericina ou da nigericina + amilorida, verifica-se queda do potencial do sar-

colema, confirmando que o aumento da captagao celular liquida de *9mTc-sestami-
bi deve ter refletido o efeito da hiperpolarizagao da membrana mitocondrial inter
na desde que a bomba de Na* esteja funcionante. Quando hé inibi¢do da bomba de
Na+ pela ouabaina, na vigéncia do efeito da nigericina ou nigericina + amilorida,

ha inibi¢do quase completa do acﬁmuld do radiotracador, enquanto, nestas mes-
mas condig¢Oes, a auséncia de Ca** provocou somente uma reversao parcial desta
inibi¢do. Tal fato sugere que a falta de actimulo de 9"Tc-sestamibi deveu-se prin-
cipalmente a deplecéokde K+ intracelular (efeito da nigericina) que resultou na des
poféi*izagéo do sarcolema quando comparado ao efeito da carga mitocondrial de

Ca*+(Tabela 1) 14.15,

Tabela 1 - Efeito da nigericina, amilorida e ouabaina sobre o s6dio e potdssio intracelular e
sobre a captagdo liquida de °9mTc-MIBI em culturas de células miocéardicas  de
embrido de galinha.

...............................................................

Tampao Na' K Captacgao de Tc-MIBI ©
HEPES-MEBSS : 180,9 +43,3 890,7 + 36,7 194,6 + 13,3
+ nigericina 423,8 + 30,7 5345 + 31,8 306,8 +45,3
+ nigericina + amilorida 390,1 £17,2 4934 + 9,3 338,3 + 26,6
+ nigericina + ouabaina 7155 +16,8 46,0 + 2,2 295 + 3.8
+ pigericina + amilorida + ouabaina  859,2 + 41,5 52,5 + 10,6 60,6 + 5,0
+ amilorida 101,6 +21,2 7834 +26,4 154,1 +10,3
+ amilorida + ouabaina ‘ 416,8 +31,4 4169 +10,8 2454 +12,9
+ ouabaina ; 473,9 +21,2 4052 +12,8 302,1 +16,4

...............................................................

Valores correspondem & média + erro padrdo de quatro determinagées.

* nmol/mg proteina '

** fmol/mg proteina x nM

MEBBS - modificacdo da solugdo salina balanceada de Earle.

HEPES - d4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico

Adaptacdo da Tabela 2 em Piwnica-Worms D, Kronauge JF, Chiu ML. Circulation 1990;82:1826-38 15,
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Além da avaliacdo do transporte do *9mTc-sestamibi em  célu-
las miocérdicas em cultura, o estudo da inibi¢cdo metabdlica destas mesmas células
através da sua exposicdo prolongada ao iodoacetato (inibidor da glicélise) demons
tra que, embora haja deple¢do quase completa do ATP celular, a polarizacdo dos
potenciais do sarcolema e membrana mitocondrial interna persistem por uma ho-
ra acompanhados da manutencao das taxas de captacdo em um minuto deste traca-
dor 25, Estes achados estao de acordo com dados microanaliticos e estruturais do
modelo utilizado, assim como com os achados de estudos de lesdes mitocondriais
tardias induzidas por an6xia 26.27. Em estudo recente 28, os dados acima ~ foram
confirmados a partir da inibicdo simultinea da fosforilacdo oxidativa e da  glic
lise através da rotenona e do iodoacetato, respectivamente. Tal interven¢do produ
ziu Queda rapida do conteddo celular de ATP, porém sem lesdo celular, o que foi
comprovado pela quantifica¢do da liberacdo de desidrogenase latica (enzima libe-
rada tardiamente durante evento isquémico - > 60 minutos) que é precedida de al-
teragiées do contetdo i6nico e da ultraestrutura celular. A taxa de captacdo inicial
de »99imTc-sestamibi aumentou de 10,6 + 0,8 fmol/mg proteina/nM, para 15,0 + 0,6
fmbUmg proteina/nM, durante os 10 primeiros minutos, permanecendo elevada
até‘ 60 minutos (hiperpolarizacdo das membranas do sarcolema e mitocondrial pos
sivelmente relacionada 4 abertura de canais de K+ ativados pelo dcido aracddnico
e sensiveis ao ATP). J& 0201 T4lio, com mecanismo de captacdo celular dependente
da bomba de Na*/K* ATPase (inibida pela deplecao de ATP), apresentou queda da
taxa de captacdo neste mesmo periodo, indicando que possui cinética diversa do
99mTc-sestamibi durante este periodo inicial da lesdo isquémica miocelular. O au-

mento da concentragdo intracelular de 29mTc-sestamibi durante deplecdo do ATP
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nao foi alterado pela presenga de ouabaina (bomba de Na* ndo interfere), enquan-
to a despolarizac¢ao do sarcolema (solug¢do tampao com alta concentra¢do de potés-
sio) reduziu em 93% a captacdo deste tracador durante deplecido de ATP. Ja a adi-
¢do do desacoplador mitocondrial CCCP nao alterou as taxas de captagao inicial
de 29wTc-sestamibi durante a deplecdo de ATP, indicando que, nesta situagao, o a1
mento da taxa de captacao deste tragador € um processo qué reflete primariamen-
te a média do potencial do sarcolema. Portanto, ao contririo do que acontece
qua'n;do da despolarizacdo de A" em condi¢ées normais (rapido efluxo celular de
99mTc—sestamibi), durante inibi¢cdo metabdlica o pdtencial da membrana mitocon-
drial interna ndo tem efeito significativo sobre a retengdo deste tragador (despola-
riza¢ﬁo precoce de AY mediada, provavelmente, pela abertura de canais de pbtéssio
ATP—sensiveis e ndo pela entrada de Ca* para a'rﬁitocondria). Os dados acima
descritos caracterizam o transporte de %9"Tc- sestamibi em midcitos isolados em
cultura, para os quais a complexidade compartimental extracelular é eliminada e
coﬁdigées de equilibrio podem ser atingidas 15, dévend0~serter cuidado na extra-
poia{;ﬁo para a lesdo isquémica “in vivo”. Para a analise mais completa da cinéti-
ca deste tracador é necesséria a confirmacio destes dados em modelos que  in-
clﬁam os diversos compartimentos de distribuigidmiocérdica em Orgaos intactos
e iSoiados 12,29,30,

Verifica-se através da anélise estimativa de curvas de diluigdo
de ihdicadores em modelos compartimentais para coracoes de animais isolados e
perﬁimdidos12 que a h(t) do 99mTc-sestamibi, ou seja, a curva representativa da
fracﬁd do tracador que emerge do coracdo/seg, ésté‘ mais prg’;xima da curva da al-

bumina (curva de referéncia) quando comparada a do 2°!Tl, porém com sua por-
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cdo terminal abaixo da curva deste Gltimo. Isto significa que a extracdo miocardi-
ca de 99nTc-sestamibi é menor que a do 2°!'T] e que a sua reten¢do celular € mai-
or. Ja a fragdo de extracdo instantdnea do ®°mTc-sestamibi E (t), ou seja , a diferen
¢a entre as curvas de transporte da albumina e do tracador em questdo, ¢ mais len
ta que a do 201Tl, sugerindo um mecanismo de extra¢do diverso e mais lento para
o primeiro. A curva de retencdo R (t) dos tracadores demonstra que ha uma mai-
or retencao inicial do 291T1, sendo que esta disparidade desaparece em 2 a 3 minu-
tos.

A"extraqéo maxima (Eyax) de 2°mTe-sestamibi estd linear e in-
versamente relacionada com o fluxo sangiiineo miocardico, enquanto sua permea-
bilidade capilar (PS,, ) apresenta relagdo linear positiva com o fluxo sangiiineo,
sendo discretamente positiva (permeabilidade maior com o aumento do fluxo co-
ronariano) porque o aumento do fluxo é proporcionalmente maior do que a que-
da na extracao do tracador. Para fluxos > 1,5 a 2,0'ml/min/g de miocardio ha li-
mitacdo da difusio capilar deste tracador devido, provavelmente, a diminui¢ido da
Enax para fluxos mais elevados. O efeito priméﬁo do aumento do fluxo sangiii-
neo éoronariano ocorre sobre o “washout” miocardico dos tracadores, sendo este
relativamente modesto para o 99mTe-sestamibi em relagdo ao 201TI 12, |

| Aplicando-se os principios acima descritos na analise dos efei-
tos da reperfusido cotonariana sobre a extracio e reten¢do miocardica de  99nT¢-
sestamibi e 201T], verifica—se que durante reperfusdo (isquemia “no-flow” induzi-
da por 30 a 60 minutos e “reflow” precoce - 5 a 10 minutos - ou tardio - 40 a 60

minutos) Eyax € PS,,, de 99wTc-sestamibi aumentam em 39% ¢ 69%, respectiva-

cap

mente, ¢ diminuem em 14% ¢ 68% para 20'Tl. Em estado basal, a extracdo liqui-
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da de 99mTc-sestamibi foi 33% menor que a do 20!Tl, enquanto durante “reflow”
precoce foi 13% menor e durante “reflow” tardio foi 90% maior. Portanto, pare-
ce que o transporte de 29nTc¢-sestamibi é relativamente maior durante a fase pre-
coce de reperfusio, sendo mais eficientemente transportado que o 20!Tl. O efeito
dominante durante a reperfusao precoce parece ser a aceleracdo do “washout” do
201T] em comparacao ao aumento da retencdo liquida de 29mTc-sestamibi  durante
esta fase. Isto significa que o estado metabdlico do miocardio exerce efeito maior
sob‘r‘e a retencdo do que sobre a extracao de priméira passagem dos tracadores 12,
| Durante a reperfusdo, as estimativas de troca intersticio-mioci-
to foram sempre mais altas para o 99uTc-sestamibi em relacdo ao20!Tl, assim co-
mo o volume intramitcito de distribui¢io foi maior para o primeiro (+ 28% para
0 bfimeiro e - 50% para o segundo, em relacao ao controle). Estes achados suge-
rem que estes dois tracadores possuem mecanismos diversos de transporte e que a
reﬁérfusﬁo tem efeito Oposto sobre a troca tecidd%apilar ¢ sobre a retencdo mio-
céfdica dos mesmos !2, Portanto, durante a fase precoce de reperfusdo, a perfusdo
miocardica pode ser superestimada pelo 99mTc-sestamibi e subestimada pelo 20!T1,
E_sté‘é achados concordam com os obtidos com o modelo que utiliza cultura de cé-

lulas miocéardicas contrateis de embrido de galinha descritos acima.
2.2.4 - Farmacologia clinica
A principal via de excre¢do de 2*mTc-sestamibi se faz  através

do sistema hepatobiliar com a presenca deste radiotracador em intestino delgado

até 1 hora ap6s sua aplicacio endovenosa. Aproximadamente 27% da dose injeta-
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da ¢ eliminada pela urina e 33% pelas fezes em 48 horas. A reten¢do miocardica
deste tracador ¢ de aproximadamente 1,2% da dose injetada em repouso e 1,5%
quando injetada durante exercicio ou vasodilatagao com dipiridamol, enquanto a
captacdo pulmonar de 9= Tc-sestamibi é negligencidvel (razdo coracdo / pulmio =
2,4 tanto em repouso quanto durante exercicio). O “clearance” da circulagdo san-
gliinea ocorre de forma exponencial com o componente mais rapido apresentando
um t;» = 4,3 minutos em repouso ¢ 1,6 minutos em exercicio 22,

A meia-vida efetiva do 9°nTc-sestamibi é de 3 horas para o co-
ra¢éo e 30 minutos péra o figado, tanto pés-exercicio quanto em repouso, sendo o
intestino grosso (tranéverso) 0 6rgao com maior dose absorvida (~ 4,6 rads /30
mCi ou ~ 46,6 mGy / 1.100 MBq), enquanto o cora¢io ¢ submetido 2 0,57 rads,
ovarios & 1,22 rads, testiculos 0,29 rads, medula 6ssea 0,72 rads e o corpo inteiro

2 0,46 rads / 30 mCi.
22.5 - Aspectos técnicos

O projeto, a sintese e 0 uso clinico de radiof4rmacos devem ba
sear»Se no conhecimento de seus mecanismos de captacéo e reten¢do celular. Inter
venwgi’)es farmacolégicas, metabdlicas e de alteragao de fluxo sangiiineo podem ser
reaiiiados em preparacdes experimentais com aplicacdo “in vivo” do  radiotraga-
dor para posterior analise de curvas de dilui¢ao dos mesmos ou com retirada do
cora¢io para preparo de cortes miocardicos. Outra forma de investigagdo inclui a
retirada do coracdo e sua preparacdo em sistema que o mantenha nutrido ¢ oxige-

nado como ocorre com a preparacdo de Langendorff. Estas técnicas de investiga-
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¢ao que, em seu conjunto utilizam 6rgaos em seu estado natural, sio complexas na
medida em que para caracterizar o transporte transmembrana deve-se considerar
o retardo da difusdo do tracador em estudo devido a espacos extracelulares com-
plexos, o trauma de dissec¢do e homogeneizacao, o pequeno volume celular em re
lagdo a area de superficie de trocas, a existéncia de heterogeneidade celular e a au
séncia de condicoes de equilibrio uniformes!2.!5, Portanto, a técnica utilizada e a
interpretacao dos dados obtidos devem ser cuidadosas e, quando possivel confir-
mados clinicamente ou em modelos experimentais em monocamadas de células em
cu'ltﬁra. A cultura de células miocérdicas representa um modelo que minimiza os
refafdos de difusdo extracelular fornecendo inforinagées acerca do transporte 10-
niCé'; da atividade elétﬁca, da contratilidade do miécito, do metabolismo, da mor-
folégia celular em estado de equilibrio fisiolégic\oi e apos lesoes reversiveis e irre-
veréiveis em condicées de verdadeiro equilfbrior.‘ Deve-se, entretanto, considerar
qu’e‘j,ﬁquando sa0 utiliiadas células como as miocérdicas de embrido de galinha,: po
de Ehtaver diferencas entre o metabolismo celular destas e de células adultas, assim
coﬁio desdiferenciag:éd estrutural e funcional, diferencas das propriedades eletro-
fisiologicas a agentes cardioativos, toxinas e neurotransmissores autonémicos (au-
séncia de inervacdo funcional). Apesar destas questﬁes, esta metodologia tem de-
monstrado eficicia e alto valor preditivo para a éValiagﬁo das propriedades de
traﬁéporte independente de fluxo sangiiineo de radiotracadores que avaliam a per-
fusao miocérdica em condi¢bes de equilibrio 15,

| O resultado das investiga¢des sobre a cinética miocéardica de ra
didtrﬁgadores é baseada, até o presente momento, em dados obtidos e conﬁrmados

por diferentes metodologias, consideradas suas vantagens, desvantagens e diferen-
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cas filogenéticas.

O intenso uso clinico destes radiotragadores foi possivel atra-
vés da interpretag@o e extrapolag@o dos dados obtidos pelos métodos experimen-
tais acima descritos. Entretanto, o teste funcional utilizado em humanos considera
fundamentalmente, o aspecto do desequilibrio do fluxo sangiiineo em  diferentes
territorios vasculares miocardicos para o diagndstico e prognéstico da cardiopatia
isquémica. Ultimamente, a grande utilidade do método cintilografico gira em tor-
no do estabelecimento da viabilidade do tecido miocardico pds-reperfusdo. Inde-
pendente do objetivo da avalia¢@o da perfusdo miocardica com radiotracadores, o
fluxo coronariano pode ser aumentado acima dos niveis de repouso através de e-
xeyré‘icio, da vasodilatacdo farmacolégica e, em casos selecionados, do estimulo de
mafca-passo atrial ou ventricular 31,

Em geral, o fluxo sangiiineo coronariano aumenta de 2 a 2,5
vezes em relagdo ao ﬂﬁxo basal quandoyutilizadava estimulacao cronotrépica com
maréa-passo, enquantb o exercicio maximo leva a aumentos de 2 a 3,9 vezes e va-
sodilatadores como o dipiridamol até 5 vézes o fluxo basal. O aumento do fluxo é
acbfhpanhado de queda proporcional da resisténcia vascular 3. Embora o marca-
paésd possua menor capacidade de aumento do fluxo sangiiineo miocardico, sua u
tiiiiagﬁo como indutor de taquicardia gradual e isquemia tem demonstrado alta
correlacdo entre algumas alteracdes hemodindmicas induzidas (freqliéncia cardia-
ca ’e,’éonsumo de O,), a extensdo e topografia do miocérdio hipoperfundido quan-
do‘c»bmparados ao exercicio 32-36, A sensibilidade e especificidade da cintilografia
miééérdica com?201T] e estresse miocardico com “pacing” atrial variaram de 82%

a 95% e de 80% a 100%, respectivamente. Ja a sensibilidade e especificidade do
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eletrocardiograma ¢ do surgimento de angina induzida pelo marca-passo  varia-
ram de 17% a 94% e de 60% a 100%, respectivamente, para o primeiro e 44% a
100% e de 60% a 100%, respectivamente, para o surgimento de angina 36,
Quando da utilizacao de 99mTc-sestamibi, a magnitude do defei
to perfusional miocardico em qualquer dos segmentos do ventriculo esquerdo po-
de ser estabelecida através da razdo entre a retencao do radiotracador na area de
provavel isquemia e a reten¢do em area supostamente normal do mesmo corte to-
mogréﬁco (SPECT) - quantificacdo relativa. Se 0 percentual de retencdo desta ra
zéi);néo se alterar entre o estudo com estresse miocardico (exercicio, vasodilata-
gég)icr)u pacing) e o basal o defeito é considerado “fixo” (cicatriz miocardica ou is-
quemia severa), enquénto se houver alteracdo desta razio entre o miocardio com
déﬁcit perfusional e aQuele considerado normal no estudo basal, o defeito € “re-
versivel” indicando isquemia regional indutivel. Esta reversibilidade ndo ocorre
na isquemia cronica severa. JA4 quando houver cicatriz e tecido miocéardico isqué-
mik;‘cﬁo, defeito perfusional serd designado de “parcialmente reversivel”. A padro-
niéég:éo das imagens quando da sua reconstrug¢do eyavaliagéo visual/quantitativa é
fundamental para a reprodutibilidade e acuracia do estudo cintilografico da per-
fusdo miocardica. A @antificaéﬁo absoluta da retencao miocérdica de 99mTc-ses-
tamibi é ainda técnicamente invidvel devido A falta de método que permita a cor-
re¢ao da atenuacao e do espalhamento dos f6tons pfovenientes do miocardio e de

‘outras regides vizinhas 37-41,

226 - Aplicaces clinicas

O uso da cintilografia miocérdica perfusional com SPECT tem
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crescido significativamente nos tltimos anos, a medida que fica melhor caracteri-
zado o seu real beneficio na investiga¢do da cardiopatia isquémica. Sua utilizacdo
no diagndstico de coronariopatia traz maior beneficio para pacientes com probabi
lidade intermediéria de doenga coronariana, para os quais, um estudo normal da
perfusdo miocardica com ?9mTc-sestamibi baixa o risco de coronariopatia para ni-
veis semelhantes aos da populacao em geral 1,42,

A acuricia de 2°mTc-sestamibi parece discretamente superior 2
doiéOlTl para a detecc¢@o de coronariopatia (sensibilidade 90% e 83%, especifici-
dade de 93% e 80% e taxa de normalidade” de 100% ¢ 77 %, respectivamente). J4,
para a detecciio de coronariopatia em vasos individuais, a sensibilidade ¢ de 83%
parél ’0 9"'"Tc—sestamibi’e 70% para 020! Tl, enquanto a especificidade é¢ de 77% e
75%, respectivamente 43,

A demonstracdo de isquemia miocardica e de miocardio viavel
tem assumido importincia cada vez maior com o surgimento de procedimentos in
tervéncionistas como a angioplastia coronariana, a trombolise e a cirurgia de  re-
vaséularizagéo. As caracteristicas fisicas e de biodistribuigdo do 99mTc—sestarhibi,
principalmente 0 prolbngado tempo de residéncia miocardica, parecem ser favo-
raveis nestas situag(”)es especificas, necessitanto, porém, de confirmacdo através de
estudos clinico-iaboratoriais. Estas caracteristicas incluem a avaliacdo do  fluxo
sangiiineo regional, a integridade da membrana celular e a atividade metabélica,
infdrmagées estas complementares as fornecidas pela avaliagdo da anatomia
ou da funcio contratil. O uso de 20'T1 e da tomografia por emissao de pdsitrons
(PET) tem demonstrado acuricia semelhante na deteccdo de miocardio viavel.Em

bora aproximadamente 85% das regides miocardica identificadas como  viaveis
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por estes tltimos agentes possam beneficiar-se com a revascularizagao, ¢ impro-
vavel que todos estes pacientes beneficiem-se clinicamente (melhora de desempe-
nho ventricular, da qualidade de vida ¢ do progndstico). Portanto, para a indica-
¢ao da cirurgia de revascularizacido, a identificacao de miocardio vidvel é um dos
fatores que devem ser levados em conta. Outros fatores incluem o quadro clinico,
a anatomia coronariana, a fung¢do residual do ventriculo esquerdo e a evidéncia de
isquemia indutivel 44,

Outra indica¢do do uso do estudo da perfusdo miocardica com
99mT<§—sestamibi inclui a determinacdo da extensdo do infarto agudo do miocérdio
e do miocardio peri-infarto sob risco em relacao ao efeito do tratamento de reper
fusdo com tromboliticos. Dados recentes referentes ao uso deste tracador confir-
mam e acrescentam novos conceitos como: a limitada capacidade do eletrocardio-
grama (fase aguda) e da coronariografia em avaliar miocardio sob risco  (exceto
para ]ocalizagﬁo do infarto); o estabelecimento do valor potencial da angioplastia
em pacientes ndo candidatos ao tratamento trombolitico; a presenca de ocluséd co-
ronaﬁana aguda e significativa extensao de miocéfdio sob risco em pacientes sem
elevé@ﬁo do segmento ST; a existéncia de significativa diferenca entre a extensao
de t_iﬁocérdio sob risco e as dimensdes finais da area infartada em pacientes com
infartos dos segmentoé. anterior ¢ inferior; a freqiiente presenca de miocardio no-
cauteado (“stunning”) e de hipercinesia compensatoria que reduzem o valor da a-
valiacdo da funcdo ventricular quando da alta hospitalar como medida das dimen-
sdes do infarto; e a auséncia de utilidade kdo eletroéardiograma como medida das

dimensoes do infarto 45,
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O presente trabalho objetivou:

- a investigacao da distribui¢do subcelular e da integrida
de quimica do 99mTc-sestamibi em preparacao de coragido integro, testando em ma
miferos, os modelos desenvolvidos em células miocardicas de aves em cultura.

- avaliar a utilidade de 99wTc-sestamibi com SPECT na
determinacdo da reducio da quantidade de miocéardio sob risco imediatamente a-

pos angioplastia coronariana transluminal percutdnea em humanos.

Hipoteses Conceituais

- estudos laboratoriais utilizando células miocérdicas de em-
brido de galinha sugerem que *97Tc MIBI ¢ capaz de avaliar a viabilidade celular
através de seu “seqﬁestfo” intra-mitocondrial, processo este dependente de ener-
gia gérada por significativo potencial eletronegatiﬁo presente no sarcolema e na
membrana interna mitocondrial. Entretanto, estudos que utilizam  preparagbes
com coracdo de mamifero integro perfundido e técnica de fracionamento celular,
sugerem que este radiofdirmaco possui aparente localizagdo citosélica. Objetivan-
do avaliar a discrepincia entre estes achados, utilizou-se método idéntico ao pro-
posto, para a preparacdo e fracionamento celular de 6rgdo integro, porém, o con-
tedo de 99mTc MIBI de cada fracdo subcelular foi correlacionado a marcadores e
subsiratos mitocondriais. A utiliza¢io da centrifugacio como método de fraciona-
mento celular deve provocar o extravasamento do contetido mitocondrial e a “con

taminacdo” de outros compartimentos intracelulares.
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- as caracteristicas fisicas e fisiologicas do 99mTc MIBI favore-
cem a estratégia temporal proposta para avaliacao dos beneficios da angioplastia
coronariana.

- a técnica utilizada possibilita correlagdo entre a  distribui¢do
miocardica de 99"T¢c MIBI e a estimativa anatdmica do grau de estenose residual

pos-dilatacao efou o seguimento clinico dos pacientes.
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4.1 - INTRODUCAO

Hexakis (2-metoxiisobutil isonitrila) tecnécio (I) (99mTc-sesta-
mibi) ¢ um agente para imagem da perfusdo miocdrdica, recentemente aprovado
p‘ela “Food and Drug Administration”, que explora as propriedades cintilogréfi-
cas favordveis do %9"Tc¢ 4.46, As investigacOes iniciais dos mecanismos de captagio
miocdrdica e distribui¢ao subcelular de 99mTc-sestamibi em cortes de cora¢do de
cobaio sugeriam que este agente catiOnico moderadamente lipofilico  difundia-se
através da membrana miocelular e localizava-se na fracdo citosolica 13.47.  Utili-
zando-se técnicas de centrifugacio diferencial padronizadas, verificou-se que 84%
da radioatividade recﬁperével estava associada 2 fracdo citosélica 13. Utilizando-se
técngicas similares em‘corag‘ao de embrido de galinha, complexos de tecnécio do li-
gante 2-carbo-metoxi isopropil isonitrila (°°mTc-CPI), outro agente catidnico mo
deradamente lipofi’licbs foram encontrados predoininantemente na fracio niem-
brahé celular (61%) e na fracio citosélica (25%) 48. Como esperado, outros cdm—
plexos catiénicos altamente lipofilicos de 99w Tc ali;uilisonitrilas foram relatados
coﬁié estando associados predominantemente a ffac;éo de membrana celular em
céh;ﬂ’as miocardicas de ratos em cultura ou em hemécias 49, Entretanto estes estu-
dos veram limitados pela falta de correlacdo funcional ou de marcadores enziméti-
cos que caracterizassem as fracoes tissulares quanto & possivel contaminagdo cru-
zad’a‘dos constituintes celulares ou 4 presenca de impurezas.

- Récentementc, estudos com células de embrido de galinha em

cultura !4, fibroblastos de camundongo 24 ¢ linhagens de células neopléasicas 5° tém
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indicado que o mecanismo celular fundamental de captacao e reten¢do de  99mTc-
sestamibi envolve a difusdo simples através das membranas plasmatica e mitocon-
drial em resposta a significativos potenciais transmembrana negativos, favorecen-
do a localiza¢dao mitocondrial deste agente, quando em estado de equilibrio 14,24,
Concomitantemente, pouca radioatividade foi detectada em associagio inespecifica
a membrana celular quando utilizou-se intervencdes farmacoldgicas que despola-
rizam o sarcolema e a membrana mitocondrial 1424, O mecanismo de distribuicdo
celmar de 99mTc-sestamibi independente do fluxo sangiiineo requereria, portanto,
um modelo compartimental com trés componentes (espago extracelular,  citosol,
matﬁz mitocondrial iﬂterna) dispostos em série nos midcitos, ao invés do modelo
com dois componentes proposto em estudos prévios com cora¢des de cobaia 1347,

O ‘o‘bjetivo deste estudo foi de investigar a distribuicio subce
lular e a integridade quimica de 99mTc-sestamibi em preparacdes de coracgio intei-
ro, téstando, desta forma, os modelos dasenvolvidos com células miocardicas de a
ves ém cultura, em um sistema mamifero. A mal’ato desidrogenase, uma enzima
mitocondrial 5!, e substratos mitocondriais foram correlacionados com o contéﬁ~
do dé 99mTc-gestamibi de fragSes subcelulares para corregdo de qualquer contami-
nagéo cruzada inerente 4 metodologia. Técnicas de cromatografia e ultrafiltracdo
foram utilizadas para V'testar possivel ligacdo do composto principal & proteina so-

ldvel ou seu metabolismo.
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42 --- MATERIAL E METODOS
4.2.1 --- Solugdes Experimentais

Coragdes isolados de rato foram perfundidos com solugdo tam-
pao modificada de Krebs-Henseleit com a seguinte composi¢ao (mM): 118 NaCl;
5,4 KCI; 0,8 MgSO4; 0,8 NaH,PQy; 1,2 CaCly; 26 NaHCOj3; 5,6 dextrose; 4,0
HEPES. Este tampdo foi continuamente borbulhado com 95% O,/ 5% CO, para
atingir pH de 7,4 + 0,05 ¢ sua temperatura mantida em banho-maria a 370C. A
infusdo de radioisétopo foi feita através da adicdo de 1,523,3 mCi (55a 122
MBq) de 99nTc MIBI aos 250 ml de solug¢do tampdo para os protocolos de “cap-

tacdo liquida” ou através da inje¢do em “bolo” de 0,8 23,0 mCi (30a 111 MBq)

de%mTc MIBI em um acesso no aparato de perﬁjséo, imediatamente antes da &
nu:lak adrtica. |

Soltugﬁo tampao | utilizada no fracionamento subcelular com-
poéfb pelos seguintes (mM): 230 manitol; 70 sucrose; 3 MOPS; 2 EGTA, 0,2%
alBumina sérica bovina (BSA) (péso/vol.); pH 7.2 titulado com KOH. Solugéoy tam
pﬁok IT utilizada no frécionamento subcelular (mM)f 110 KCL; 20 MOPS; 46 mani
tol;; 14 sucrose; 2 EGTA; pH 7,5 titulado com KOH.

A sintese de 9wTc MIBI foi realizada utilizando-se “kit” for-
necido por E.I. Du Pont, Medical Products Division, North Billerica, MA, Esta-

dos Unidos. Cloreto éstanoso (0,075 mg) foi utilizado como agente redutor do
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99wTc e MIBI sob forma de sal - Cu(MIBI)4BF,. %°mTc-pertecnetato foi obtido a
pavrtir de gerador comercial de molibdénio/tecnécio (New England Nuclear, Bille
rica, MA, EUA) em 1-2 ml de solugao fisiolégica (0,15 M NaCl) e adicionado ao
conteido do “kit” que foi aquecido por 15 minutos a 100 °C e resfriado a tempe-
ratura ambiente. A atividade do contetdo final de 2 ml foi determinada em cali-
brador de dose padrdo (CRC-12, Capintec, Ramsey, NJ, EUA) e a pureza radio-
quimica determinada através de cromatografia de camada fina utilizando etanol
absoluto como fase mével sendo maior que 97% (placas de 6xido de Aluminio, J.

T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA).
422 - Preparacdo de coracdo isolado e perfundido

Ratbs Sprague-Dawley (machos ou fémeas) foram anestesiados
em’j cimera com éter dietilico. Apo6s aprofundamento anestésico, 0s cora¢des eram
réﬁidzamente removidoé através de toracotomia péraestemal ¢ imediatamente colg
cadbs em solucdo tampao Krebs-Henseleit a 4 ©C com heparina (~100 unidades).
Os 6rgidos eram rapidamente limpos de tecido conetivo, a aorta identificada e co-
nectada ao aparato de perfus@o através de cdnula para perfusio retrégrada, com
revestimento canular para circulagéo de agua. Todos os coragGes foram  inicial-
mente perfundidos por 10 minutos em solugdo tampao de Krebs-Henseleit a 37
oC cém’ o objetivo de eStabilizagéo mecanica. A solugéo tampao foi infundida com
ﬂuxd}constante (Master Flex Pump, Colc-Palmef fnstruments Co., Chicago, IL,
Estédos Unidos da Aﬁiérica) ou sob pressao constante (~ 80 cm de HZO) COmo

descrito na sec¢io dos Resultados.
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Foram empregados dois protocolos experimentais de perfusio:
a) perfusdo do coracdo por 17 minutos antes da injecdo em “bolus” de 0,8 a 3,0
mCi de 9*mTc MIBI, seguida de 3 minutos adicionais de perfuséo; ou b) perfusao
por 20 minutos com solu¢do tampao contendo 6 a 14 uCi/ ml de %9nT¢c MIBI a
uma taxa de fluxo de 2,5 a 7 ml/minuto. Todos os experimentos foram realizados
com aprovac¢do da “Harvard Medical Area Standing Committee on Animals”, de
acordo com a posi¢ao da “American Heart Association” sobre o uso de  animais

em pesquisa.
4.2.3 --- Fracionamento tecidual

Ap6s perfusao, os coracgoes foram colocados em solucdo tam-
pﬁoil’ a 4 °C e novamente limpos de tecido conetivo, para entio serem seccionados
resultando em pequenqs fragmentos de 1 a 2 mm. A seguir, os fragmentos eram
homdgeneizados através de trés ou quatro passadas em homogeneizador tecidual
de Potter-Elvehjen, para ap6s, serem centrifugados durante 10 minutos (500 x g
a4°C).0 sobrenadaxﬁte era descartado ¢ o material depositado re-suspenso em 5
ml de solucio tampio II a 4 °C para novamente ser homogeneizado na  presenca
de 0,5 mg/ml de protease (nagarse, Sigma Chemiéal Co, St. Louis, MO, Estados
Unid‘os da América). Apés 3 minutos de ac¢fio digestiva da protease, esta era inibi-
da pelo uso de 10 ml dé solucdo tampao ,H contendo 0,2% de BSA. A seguir, os
fragmentos maiores de tecido eram filtrados e o filtrado era novamente centrifu-

gado por 5 minutos (5000 x g a 4 °C). Esta centrifugacdo gerava o “componente
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sobrenadante I” (Figura 3) e o material depositado era re-suspenso em 10 m!  de
solu¢do tampao Il com BSA e centrifugado por 10 minutos a 500 x g a 4 °C e no-
vamente por igual periodo e temperatura a 3000 x g, obtendo-se, respectivamen-
te, o “componente de fragmentos de membrana” e o “componente mitocondrial”.

O material sobrenadante ¢ denominado “componente sobrenadante II” (Figura 3).

.oragao perfundido contendo Tc-99m MIBI
| 1. homogeneizado
A centrifugado a 500 x g

i sobrenadante = sedimento
(descarte de hemécias, fragmentos, etc)

2. re-suspensao

i ) 0,5 mg/ml de protease adicionados
ao homogeneizado
\ inibi¢io da protease, filtragem tissular

3.centrifugacao
) 5 min., 5000 x g U

sedimento

sobrenadante 1
| 4.re-suspensdo 500xg
_ centrifugago 10 min. 3000xg

sobrenadante sedlmente
(fragmentos celulares )

U sobrenadante II sedimento . L:J

(componente mitocondrial)

Figura 3. Diagrama esquemético do procedimento de centrifugagdo diferencial aplicado aos cora-

¢des de rato perfundidos pela técnica de Langendorff e contendo 92mTc-MIBI.

Para determinar-se o efeito da velocidade de centrifugacio sobre a separacdo das
diversas fragoes, 29mT¢ MIBI foi adicionado & fracdo pos-protease obtida através
da técnica descrita acima, exceto pelo fato de os coracdes serem perfundidos por

solu¢do de Krebs-Henseleit sem radiois6topo, sendo a fracdo pos-protease centrifu
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gada por 5 minutos a 4 °C com 500 x g ou 15000 x g.

4.2.4 --- Ensaios, marcadores e inibidores

A malato desidrogenage ¢ uma enzima solivel presente em ni-
vel da matriz mitocondrial interna e foi utilizada como “marcador” para a deter-
minacao da distribui¢cdo e vasamento do contetido mitocondrial nas diversas fra-
gées‘ obtidas ap6s as centrifuga¢oes. Com o objetivo de medir a atividade da ma-
lato desidrogenase, foi utilizado estudo fluorimétrico enzimatico padronizado da
oxidacdo de NADH (nicotinamida adenina dinuciéotideo) pelo oxalacetato 51(Kon-
tron Instruments SFM 25, Zurich, Suica; excitacdo de 340 nm e emissdo de 460
nm). |

| Substratos especificos da cadeia respiratéria mitocondrial | fo-
raﬁi utilizados na correlacdo do actimulo total de 29mT¢ MIBI nas diversas fra¢oes
subcelulares com o estado metabélico de mitocondrias intactas apés o processo de
fracionamento. Apés :ilnibigéo da atividade da protease e filtragio, o filtrado foi
diVidido em duas amostras, uma de “controle” e outra “tratada”. Nesta ﬁltima,’ fo-
ram z;dicionados 10 mM de succinato, substrato especiﬁco para o Sitio Il da ca-
deia'v de transporte de elétrons, e 1 uM de rotenona (composto inibidor Sitio I) 14,
As amostras foram inéubadas por 10 minutos em temperatura ambiente e centri-
fugadas por S minutos (5000 x g a 4 °C).
- Também foi avaliado o efeito da adi¢do de substrato mitocon-
drial as fracdes nas quais o 9*mTc MIBI foi adicionado in vitro. Neste caso, os co-

ragées foram perfundidos com solugdo tampao de Krebs-Henseleit sem radiotraca
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dor, sendo este adicionado somente apés a inibigdo do efeito da protease e filtra-
¢do, como acima descrito. Duas amostras foram novamente obtidas, controle e tra
tada, respectivamente, sendo incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente
com e sem substrato e entdo centrifugadas por 5 minutos (5000 x g a 4 ©C).

Com o objetivo de caracterizar mitocondrias intactas passiveis
de despolarizagao apds fracionamento celular, foram utilizados 5 uM de carbonil-
cianeto clorofenilhidrazona (CCCP), substancia desacopladora da fosforilacdo oxi
dativa 14, Todos os reagentes foram obtidos da Sigma Chemical Co. ¢ dissolvidos
em'd‘iymetilsulf(’)xido (DMSO) antes de sua adigéoés solugées tampdo. A concen-
traééo final de DMSO foi tipicamente < 0.25%, ndo afetando a cinética celulét de
s9mTc MIBI 1+, | |

As fracGes obtidas foram pesadas em tubos de centrifuga pre-
viarﬁénte tarados, sendo, A seguir, obtida a atividadé de®9"Tc em contador gama
de béco (Omega 1- Canberra, Meriden, CT, Estadbs Unidos) para cada amostra.
Foi"aplicada correcdo para diferencas geométricas entre as amostras. O contetido
protéico dos sedimentos foi determinado através de ensaio com bureta 52, |

A déterminagéo da atividade reiativa de 99nT¢c MIBI em cada
fraglézo tecidual (sedimento) foi obtida péla subfracao da atividade residual do so-
brenadante. Para esta correg:éo foram considerados os valores de 0.65 g de protei
na éelular/g de peso celular seco € 0.8 g de proteina mitocondrial/g de péso mito-
condﬁal seco 36, Esteé valores foram combinados aos obtidos experimentalmente,
ou seja, 21 + 3 g (n=8)de peso bruto/g de proteina celular ¢ 26 + 3 g (n=8) de pe-
SO bﬁito/g de proteina mitocondrial, medidos a partir dos sedimentos obtidos do

protocolo ilustrado na Figura 3.
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Os fatores de correg¢do para o protocolo da anilise das diferen-
cas entre velocidades de centrifugacao foramde 29 +8 g (n=4)c¢ 16 +3 g (n=4)
de peso bruto/g de proteina no sedimento para 500 x g e 15000 x g, respectiva-
mente. Os resultados foram normalizados 4 atividade total de 99vTc e  expressos

como percentual da atividade total da fracao.
4.2.5 --- Anélise da administracao “in vivo” de 29nTc-MIBI

Ratos Sprague—Dawl¢y foram anestesiados com éter dietilico e
99uTc-MIBI foi injetado através de veia jugular eXposta (15-20 mCi, 5,5-7,4 GBq
por 0,5 ml). Aos 15 minutos apés a injecdo do radiofarmaco, os animais  foram
sac;ri'ﬁcados através de asfixia por éter ¢ os coragdes foram removidos, sendo la-
vados em solu¢do tampio fosfatada gelada (0,15 M ; pH 7,4; 4 °C). O coracéo foi
picado com tesoura em pedacos de 1 a 2 mm que foram diluidos, em propor¢do
de 2:1 por peso, em solucao fisiolégica tampdo e homogeneizados em téflon de
Potter-Elvehgem e misturador tissular de vidro. Esta mistura homogeneizada foi
centrifugada a 3000 x g por 20 minutos a 4 °C ¢ trés aliquotas de 500 ul de sobre
nadéﬁte, contendo primariamente 0s “compcnenteé citos6licos”, foram submetidas
a rﬁiiérocentrifugador Cemricon com limiar de 30 Kdaltons (Amicon, Beverly,
MA, EUA) e centrifugados por 45 minutos a 3000 x g em rotor de dngulo fixo de
309.‘ O filtrado foi submetido a microconcentrador com limiar de 10 Kdaltons e
cenirifugado com a mesma técnica descrita acima e, novamente, submetido a mi-
croéoncentrador com limiar de 3 Kdaltons. Apb6s cada filtragem, 2 x 250 ul  de

solucdo tampio eram adicionados e a centrifugacio repetida para remover a ativi-



- 42 -

dade nio ligada a proteinas do volume de concentrado (~50 ul). A fracdo concen-
trada de attvidade foi coletada através da inversao do microconcentrador e centri-
fugacdo, diferenciando, portanto, as contagens associadas com proteinas de  alto
peso molecular e a ligacdo inespecifica 2 membranas. Estudos de controle foram
realizados através de 2°mTc-MIBI adicionado a solugdo fisiolégica para monitori-
zar a ligacdo ao filtro plastico.

O componente “citos6lico” dos cora¢des homogeneizados tam-
bénjiyfoi testado para a presenca de ligacdo proteica de qualquer das espécies que
coﬁﬁvessem 99nTc-sestamibi através de cromatograﬁa com dois sistemas diferén—
tes\d‘e HPLC (“high-pfessure liquid chromatography”). O primeiro foi um siste-
ma de cromatografia por permeag@o de gel com base de silica (GPC) que utiliza
coluna de 125]odo-proteina como fase estacionéria‘(l cm x 25 cm) (Waters Assoc.,
Milford, MA, EUA) eluida com tamp@o aquoso como fase mével (0,05 M, pH
7, Na,HPO, / NaH,P0O,) com um fluxo de 1 ml / minuto. O segundo foi um siste-
ma'de cromatrografia por troca de aniontes (AEC) que consiste de uma coluna de
troca de aniontes Accell (4,6 mm x 250 mm) (Waters Assoc., Milford, MA,EUA)
eluida por mais de 10 minutos com solucdo fisiologica (0,15a 1,5M ) com  gra-
dienté linear de tampdo fosfatado (0,05 M, pH 7) a 1 ml / minuto. Em ambos os
sistemas, o cationte lipofilico “pai” € retido indeﬁn’idaménte até que seja atingido
gradiénte de metanol até pelo menos 80%. |

A identidade dos complexos localizados no coragio de rato e
que cbntinham tecnécio foi estabelecida através da analise da atividade no compo-
nente “citosélico” do homogeneizado miocardico utilizandofse 0 mMesmo siStema

cromatografico com fase reversa (RP-HPLC) utilizado na validacfio da pureza do
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“kit” de 99mTc-MIBI. Para esta técnica, a preparacao das amostras envolvia a dilu
¢ao da fragdo citosodlica com etanol gelado (1:1, v:v) para desnaturacio ¢ precipi-
tacao de proteinas e centrifugacao a 3000 x g por 5 minutos a 4 °C. A determina-
cao das contagens/volume indicaram que nao havia ligacao significativa do 29mTc-
MIBI ao precipitado proteico. Amostras limpidas do sobrenadante foram analisa-
das através de sistema RP-HPLC que consistia de fase estacioniria com ligagdo
C-8 (particulas com 5 um, 10 cm x 0,46 cm) (Brownlee, OS-MP  “cartridge”,
Raihin Instruments, Wbbum, MA, EUA) e fase mével com gradiente linear para
100% de tampio aqubso [(NH,),S0,, 0,05 M ] a 95% de metanol em 5  minutos.
Detecciio radiométrica e ultravioleta seriada foi utilizada para monitorizar as  e-

luicdes cromatograficas.

4.2.6 --- Analise estatistica

Os valores sdo expressos como a mediana (valores minimos e
maximos) como indicado no texto [( n) é o nimero de observacdes]. Signiﬁéado
estatistico foi estabelecido através de testes nao-paramétricos descritos quando de
sua utilizagdo 54, Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

4.3 --- RESULTADOS

453.71 --- Distribui¢do subcelular

A influéncia das diversas velocidades de centrifugaciio sobre a
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atividade de 997Tc no sedimento pés-protease dos coragoes de rato  perfundidos
foi testada para avaliar as potenciais fontes de erros na designacgdo da atividade pa
ra cada compartimento subcelular. A atividade associada ao sedimento foi de 36%
(26% a 48%) (n=4), 32% (15% a 45%) (n=8) e 50% (42% a 58%) (n=4) da ativi
dade total para as velocidades de 500 x g, 5000 x g e 15000 x g, respectivamente.
A separacgdo obtida com velocidades de 500 x g e 5000 x g ndo foi significativa-
mente diferente para alfa = 0,05 ao 'utiiizar~se o teste de comparagdo multipla pa-
ra Kruskal-Wallis (ANOV A unidirecional), enquanto aquela obtida por 15000 x g
auiﬁentou em 56% a atividade associada ao sedimento. Uma vez que 0 objetivo
desta série de experimentos era o de correlacionar o fracionamento da  atividade
de ‘99»mTc-MIBI com um marcador mitdcondrial e,»‘ ao mesmo tempo, verificar
mé/t‘édos previamente publicados, o protocolo que utiliza velocidade de centrifu-
gacao de 5000 x g continuou sendo analisado.

| Utilizando-se o protocolo xlustrado na Fig. 3, cinco  coragdes
de féto perfundidos e injetados com P°mT¢ MIBI ¢m bolus apresentaram a seguin
te diStribuigﬁo de atividade do radiotracador peléé diversas fragoes (% do total) :
sobrenadante I, 64% (50% a 80%); sobrénadante 11, 22% (16% a 29%); fragmen-
tosf(cielulares, 14% (3‘% al7%); e componente m:itocondrial,, 1% (0,6% a 4%)
(Fig@ra 4). O mesmo ptotocolo foi utilizado para: avaliagdo da distribui¢cdo da ati-
vidéde do radiotragador apds infusdo continua (n=6) com pressao ou fluxo cons-
tantes (Figura 4). Aplicando-se o teste de Friedmén (ANOVA bidirecional) e o
respectivo teste de comparacoes miiltiplas, verifica-se que nio ha diferenca signi-
ficativa entre a distribuigéo da atividade nas divéfsas fragOes apos inje¢dao em bo-

lus ou infusdo continua, havendo, entretanto, uma tendéncia de aumento da ativi-
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infusao

Fragmentos i
bolus

Mitocondria

Sobrenadante I1E

Sabrenadante |

0 20 40 60 80
% total de Tc-99m MIBI

Figura 4. Distribui¢io nominal de 9" Tc-MIBI nas fragdes obtidas a partir de coragdes de ratos per
fundidos. O contelido do tragador em cada fragdo € expresso como o percentual do total
de 99mTc-MIBI recuperivel a partir dos protocolos de aplicagao em “bolus” (n=5) ou por

infusdo (n=06).

dade associada ao compartimento mitocondrial (aumento dé 40%) e diminuicdo
da atividade na fracdo dos fragmentos celulares (decréscimo de 11%) para o pro-
tocolo de infusdo continua. Deve-se considerar, entretanto, que 65% da atividade
de 99" Tc MIBI presenté no sedimento obtido da ‘centrifugagéo poOs-protease era

passivel de liberagiio para o compartimento do “sobrenadante II” ap6s sucessivas
manipulacdes e centrifugacdes de acordo com o protocolo. Na realidade, experi-
mentos de controle demonstraram que trés re-suspensoes sucessivas do sedimento

obtido ap6s a¢do da protease em soluc¢io tampdo I (sem substrato mitocondrial),
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cada uma seguida de c’entrifugac;éo (5000 x g por 5 minutos) resultaram na presen
ca de somente 1% da atividade total de 29mTc MIBI no sedimento final em compa-
ragdo a 39% de atividade retida quando da auséncia destas manipulagdes.

A correlagdo entre a presenga de malato desidrogenase e a ati-
vidade de %°mTc MIBI nas diversas fracoes subcelulares ¢ ilustrada na Figura 5. A
gregando-se a atividade associada a ambos os sobrenadantes (fragdes “citosélicas”)
encontrou-se 91% (89% a 94%) do totziyl de malato desidrogenase m=4)e 88%
(84% a 96%) do total de 99=Tc MIBI (n=4). Utilizando-se oi\teste de Mann-Whit-
ney para amostras independentes, nio houve diféféng:a significativa para a presen-
ca 'L(ji‘a enzima quando comparado o modo de administragdo (bolus x infusido conti-

nua). O teste de Wilcoxon para amostras relacionadas nao demonstrou diferenca

significativa para a comparacio fracional (MDH versus MIBI) (n=4).

Infusao

MDH

N Tc miBi

Bolus

.
N \ NN

EER § ¥

T I I |
0 20 40 60 80 100
| 9% do total Tc-99m MIBI
Figura 5. Correlagdo entre o contelido de malato desidrogeriage (MDH) e 99"Tc-MIBI nas fracoes
“citos6licas” obtidas a partir de coragdes de rato perfundidos. Os resultados estio expres
so0s como percentual de atividade total recuperavel do radiotragador e da enzima em todas
as fragdes utilizando-se o protocolo de infusdo ou o de aplicagdao em “bolus”.
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Com o objetivo de identificar a presenga de mitocOndrias via-

veis no sedimento das diferentes fra¢oes, induziu-se polarizacio substrato-especi-

fica da membrana mitocondrial com succinato (concentracio final=10mM ) e

rotenona (concentracao final = 1 uM ), adicionados ao filtrado antes da centrifuga

¢ao (Figura 6). Dois protocolos foram utilizados:

1. Para os 6rgdos perfundidos com infusdo continua de 99mTc-

sestamibi, a adicdo de succinato/rotenona aumentou a quan-
tidade de radiotracador identificada no sedimento em 19%

(n=5) em relacdo ao controle, diferenca significativa ao uti-
lizar-se o teste de’ Wilcoxon (p = (0.04). Nao houve diferen-
g a significativa entre a adi¢do dos substratos ao filtrado ime
diatamente apds o tratamento com protease ou nos passos se

guintes do protocolo, ou seja, diretamente ao sobrenadante

parcialmente purificado por duas centrifugacdes.

2. Para aqueles coragdes perfundidos sem a presenca do radio

tragador, que foi adicionado “in vitro” ao filtrado apds a a-
gﬁo da protease, succinato e rotenona aumentaram em 182%
(n=8) a atividade 99"Tc MIBI associada ao sedimento em re-
lagdo ao controle (p = 0.01 -'teste de Wilcoxon).

Ao combinar-se 0 aumento de atividade do tragador com a adi-

¢do de substrato para todos os sedimentos de “fragmentos celulares” e para os “mi

| tocondriais”, houve aumento de 139% (n=11) ¢ 24% (n=2), respectivamente, em

relacio ao controle (Figura 6). Portanto, apés a adi¢do de substrato mitocondrial,

o aumento total da atividade do tracador em todos os sedimentos combinados
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(n=13) foi de 119% (107% a 696%) (p = 0.01 - teste de Wilcoxon para amostras

relacionadas).

CCeP

N SUC+ROT

Mitocondria

(2)

7

‘Fragmentos

%

T T T T T T T ] 1 T T

0 100 200 300
% do conteddo contréle de Tc-99m MIBI

Figura 6. Efeitos do succinato (10 mM) mais rotenona (1 pM) ou CCCP (5 pM) sobre o contetido
de 29mTc-MIBI nos sedimentos de “fragmentos celulares e “mitocondrial”. Os  resulta-

dos estdo expressos como percentual de amostra pareada ndo tratada. Os niimeros entre
parénteses refletem o niimero de observagdes.

Ja com o uso do desacoplador mitocondrial CCCP (concentra-
¢ao final de 5 uM) adicionado ao sobrenadante “3 minutos pté—oentrifugagéo” pa-
ra obten¢do das fracoes de fragmentos ce]ulal'es e de mitocondrias, houve reducio
de 20% (n=6) e 16% (n=6), respectivamente, na atividade de ?*"Tc MIBI em rela
¢40 ao controle (p = 0.02 utilizando-se d teste de Wilcoxon) (Figura 6). O teste de
Mann-Whitney para amostras independentes mostrou ndo haver diferenca signifi-

cativa entre os protocolos - infusdo continua e inje¢do em bolus. Estes dados indi-
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cam que, ao utilizar-se esta técnica de fracionamento celular, os sedimentos (frag-
mentos celulares € mitocondrias) possuiam atividade de mTc¢c MIBI passivel de li-

beracao a partir do uso de CCCP, ou seja, ambos continham mitocondrias vidveis.
4.3.2 --- Analise da possivel ligacdo protéica no citosol

Experimentos controle sobre a ultrafiltragdo de 29nT¢ MIBI a-
través de microconceﬁtradores demonstraram que zi maior parte da atividade atra
veSSava 0s trés ﬁlt’ros.‘Entretanto, uma quantidadé substancial da atividade foi en-
coﬁtrada aderida ao material do filtro nos microcohcentradores com limiar para
30 ¢ 10 Kdaltons. Quando feita a comparagdo entre o °*"Tc MIBI controle obtido
a partir de “kits” e o 99mTc MIBI obtido do compoﬁente “citosdlico” do homoge-
neizado de coracdo de rato, ndo houve diferenca estatisticamente significativa nes-
te intervalo de peso molecular (Tabela 2). Na realidade, somente 7,6% *+ 2,7% da
atividadc citosélica fo/i encontrada em associacéo com a fracdo caracterizada co-
mo protefna ou biomoléculas maiores que 3 Kdaltons de peso molecular em com-

parécéo a5,0% + 1,2% nesta fracido para o 99nTc¢ MIBI isolado 55,

Tabela 2. Ultracentrifugacdo de coragio de rato marcado “in viva” com 99 Tc-
MIBI: fracdo citos6lica comparada ao complexo livre de *"Tc-MIBI

\%
i~

30

Filtro 30K-10K Filtro 10K-3K Filtro <3K

(% atividade total)

Coragioderato 1,6 +026 134+16 1,7+095 181+25 43+15 07+006 602+50
99mTeMIBI 09 +0,18 189+3,0 1,1+023 173+1,8 30+078 06x0,14 582+4;5

Valores sdo apresentados como o percentual da atividade total carregado em microconcentrado com
maior limiar de peso molecular. Cada filtrado foi transferido para o préximo filtro com poros cada
vez menores. Dados sio fornecidos como a média + desvio padrdo (n 2 3).
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4.4 - DISCUSSAO

A compreensio da biodistribui¢ao de tracadores, tais como o a
gente perfusional miocardico 99mTc MIBI, € importante para utilizag¢@o clinica a-
propriada dos mesmos. A técnica de cultura de midcitos de coracdo de embrido
de galinha tem demonstrado ser um modelo celular eficaz e reprodutivel para a a-
valia¢do de varios tragadores capazes de gerar imagens da perfusao miocérdica 23,
Estudos de fisiologia celular indicam que 9mTc MIBI, um cation modestamente li
pofilico, é termodinamicamente seqiiestrado pela mitocondria de células  vidveis
devido i significativa diferen(;a de potencial eletronegativo transmembrana em sé-
rie existente entre o éarcolema ¢ a membrana interna da mitocOndria 14.24. Entre-
tanto, estudos mais antigos, que utilizavam preparagio de coragdes isolados e téc-
nicas variadas de fracionamento por ccntﬁfugacﬁddiferencial, indicavam que a

maior parte do 22"Tc MIBI estaria associada a fracdo “citosdlica” 13.47.48,

4.4.1 — Associagéo de *°"Tc 'MIBI 4 mitocondria em coragdo

de mamiferos

O presente estudo comprova ser apenas aparente a localizacdo
citosélica de 99nTc MIBI em coracdes integros e confirma que tal achado relacio-
na;-féé a artefato da técnica de homogeneizagﬁo e fracionamento tissular, particular
mente durante o processo de centrifugac@o. Diversos fatores indicam que, para o
modelo experimental em mamiferos, a presenga de 99mT¢ MIBI associada é mito-

condria deixou de ocorrer durante o procedimento de centrifugacdo. Em primei-
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ro lugar, aproximadamente 90% da acdo da malato desidrogenase®® (marcador so
lavel da matriz mitocondrial) ocorreu nas “fracoes citosélicas”, em correlacio di-
reta com a atividade de 99mT¢ MIBI. Tal fato indica lesdo mitocondrial significati-
va durante o processo, a ponto de haver extravasamento do contetido enzimatico a
través da matriz mitocondrial interna. Em segundo lugar, houve aumento signifi-
cativo da presenga de 29Tc-MIBI nos sedimentos pds-centrifugacio (tanto  nos
fragmentos celulares quanto no mitocondrial) quando da adi¢ao de substrato espe-
ciﬁbb da respiracdo mitocondrial (succinato) 56 i solugio tampz’io utilizada no fra-
cidﬁémento. Tal fato demonstra que, ao utilizar-se protocolo tecnicamente inade-
qua"d‘é, exister mitocondrias vidveis em ambos os tipos de sedimento, pois estas
sdo ;:apazes de repolarizar sua membrana interna ‘aumentando a concentracao do
radiofarmaco através de mecanismo potencial—deﬁendente. Estes dados também in
dicam que a redugio transitoria do potencial de membrana devido & falta de subs-
trato ou a redugio da:témperatura durante o fracionamento constituem-se em ou-
troé’ ﬁlecanismos para o deslocamento de 2°mTc MIBI para a fracdo citosélica, in-
deﬁelndentes de lesdo irreversivel de membrana. Em terceiro lugar, a separacio
inadéquada do sedimehto de membrana celular com a presenca de impurezas fica
também confirmada péla queda significativa de contagens associadas ao sedimento
a paftir da adi¢do de CCCP (desacoplador mitocondrial) 56. E, por dltimo, 0o  au-
meﬁto da velocidade de centrifugacio para 15.000 x £ provocou um incremento
sigﬁiﬁcativo da atividade do radiotragadvor associado ao sedimento, demonstrando
um seqiiestro mitocondrial superior quando comparado ao obtido com 5.000 x g.
| Se o dados obtidos através da técnica de fracionamento utiliza-

da neste modelo mamifero forem correlacionados com os marcadores da integri-
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dade mitocondrial, é possivel aplicar-se um fator de corre¢do para a atividade do

radiofairmaco em cada uma das fragdes subcelulares obtidas (Figura 7). Esta ana

Citosolico §
Mitocondrial \\\\\\\\ \\\i\\ \\\\\\i

v ] M I ) ]
0 20 40 : 60 80 100
% conteudo total de T¢c-99m MIBI

Figura 7. Distribuigio fracionada corrigida de 9°™Tc-MIBI expressa como o percentual da ativida-
de total obtida a partir de coragdes de rato perfundidos. O 29"Tc-MIBI associado 4 mala-
to desidrogenase nos sobrenadantes I e II, ou aquele liberdvel através do tratamento dos
sedimentos com CCCP foi designado a fragdo mitdcondﬁal 99mTc-MIBI insensivel 4 a-
¢do da CCCP no sedimento sem mitocondrias foi designado a fragmentos etodaa atm—

dade restante foi demgnada ao citosol. O fator de corregdo foi dado por:
Contagens/g por compartimento ... = (contagem/g peso bruto) - [(contagem/ml)(volume total de dgua)]

(ver pagina 40 deste manuscrito).
lise iﬁdicaria que aproximadamente 90% da atividade de 99mTc MIBI esta localiza
da na mitocondria das células miocardicas deste modelo em mamifero, dado este
consistente com observagées previamenté obtidas em outros modelos experimen-
tais (cultura de células miocardicas de aves e células estudadas “in vitro”).
A explicagdo alternativa para m’ecanismo‘de localizagdo de

99mTc-MIBI baseado na sua ligagdo irreversivel a proteina soldvel ou & biomolécu
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cula ndo pode ser confirmada por este estudo. Embora alguma retencao de ativida
de de *°nTc¢ MIBI em homogeneizado cardiaco tenha sido observado com os ins-
trumentos de ultracentrifugacao Centricon, os resultados podem ser explicados pe
la adsor¢ao hidrofébica & membrana do filtro dos microconcentradores. Na verda
de, minimas diferengas de reten¢do entre a ultracentrifugagdo de 99mTc MIBI pro-
- veniente de fragdo “citosdlica” do midcito e de “kits” podem ser devidas a diferen
¢as na taxa de filtragdo ou ligacdo competitiva de biomoléculas com a membrana.
Além disto, a analise Com HPLC forneceu indicacdo de que a atividade eluida a
partir da coluna possﬁia grau de impureza < 5%. Estes resultados dos estudos cro
matdgréﬁcos significam, entretanto, que se existe um conjugado 29nT¢ MIBI-bio-
mdiécula “in vivo”, este sera, ou excepcionalmenfe lipofilico, o que ndo é consis-
tente com conjugado solivel encontrado no citosoi; ou sera uma interagao excep-
| cidﬁélmente 14abil quefd’issociaria produzindo um répido “washout” do midcito, o
que é contrario aos dados obtidos “in vivo”. Conclui-se que a ligacao irreversivel
a bfdteina citosélica nio é mecanismo significatix}o para a localizacao de 99T ¢~

MIBL.
4.4.2 --- Modelos correlatos e implicacdes clinicas

Dados obtidos com outros modélos experimentais em mamife-
ros;a sio consistentes cdm o modélo e as conclusdes do presente estudo. Por exem-
plo",'em estudo da repeffusio miocérdica a céu aberto em caes, lesdo isquémica sg
vera broduzida por oclusdo da artéria corondria descendente anterior durante 3

horas, e seguida de reperfusdo por 90 minutos, resultou na desvinculagio do flu-
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xo sangiiineo segmentar (medido através de microesferas) da captagdo de 99wTc-
MIBI. O acimulo deste radiotracador foi cerca de 30% do valor correspondente
ao fluxo sangiiineo pds-reperfusdo 37. Tal fato seria correlaciondvel a mecanismo
dependente de energia para a localizacdo mitocondrial deste radiofarmaco. Resul-
tados similares foram observados em suinos 38, Em coragdo de rato perfundido pe
lo sistema de Langendorff, a inibi¢do da fosforilagdo oxidativa ou a lise de mem-
branas reduz a captagdo liquida e aumenta a depuragao de 2°"Tc-sestamibi 29, en-
quza;i-to em cortes de édfagéo de cobaio incubados em condi¢des hipdxicas ha me-
noé;‘éicﬁmulo de 99mT¢-sestamibi quandok‘compara“’do a controle 13, Portanto,»»erri ge
ral,zinma parte significativa do actimulo deste tragador parece depender do estado
metabélico. Além disto, dados preliminares obtidos através da otimizacdo da téc-
niéa de centrifugacﬁo( diferencial aplicada a coragdes de cobaia com fornecimento
de 99w Tc-sestamibi “in vivo”, indicam que > 90% de atividade é encontrada na
fragdo mitocondrial de forma substrato-dependente 59,

. Em condi¢bes de equilibrio, na presenca de concentragdo ex-
traéelular constante de 2°mTc-sestamibi, o potencial negativo do sarcolema pré-
concentra este tracador no citosol em aproximadainente 5 vezes em relagio ao es-
pagio; vextracelular; as mitocondrias sdo entdo capéies de concentrar ainda mais
99mTc-sestamibi, até 300 vezes em relagdo ao citosol 1456, Este ¢ resultado do me-
tab_oﬁsmo intermedidrio de substratos (4cidos graxbs, glicose, piruvato) que folmg
cexﬁ"équivalentcs redutores aos citocromos mitocondriais de transferéncia de elé-
trons 3¢, O dep6sito bioenergético final para o 99'ﬁT c-sestamibi é fornecido pelos
poténciais negativos da membrana mitocondrial interna gerados pela translocacio

de prétons para fora da matriz durante transferéncia de elétrons (hipétese préton-
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motriz).

Portanto, para uso clinico, estes dados sugerem que o 99mTc-
sestamibi ¢ um agente perfusional capaz de avaliar a viabilidade miocardica. Es-
tas propriedades talvez possam ser melhor exploradas durante a avaliagdo pés-re-
perfusio, quando o acimulo deste tracador refletiria a viabilidade miocardica sob
condigdes de avalia¢do independente do reestabelecimento do fluxo sangiiineo (an-
giografia). Na presen¢a de lesao miocelular pés-isquémica severa, ha queda tanto
do potencml do sarcolema quanto da mitocondria (despolarizagio) consequente ao
desarranjo metabélico e 2 ruptura de membranas levando 4 diminui¢do da forca
que leva a0 actimulo de 9" Tc-sestamibi. O acimulo miocirdico deste tracador po
deria servir como sonda ndo invasiva de “f6ton Ginico” para a bioenergética tissu-
lar, ‘(w)bjetivando, espeéiﬁcamente, a avaliacdo do estado dos potenciais de membra
na. fsolado ou em combina¢do com outros tracadores, 99mTc-sestamibi poderia
monitorizar a presenga‘de lesdo severa, possivelﬁiente irreversivel 28, Como a e
enei'gética mitocondﬁal ¢ um aspecto fundamental 'para uma variedade de insul-
tos txssulares além da i 1squem1a (téxicos, quimioterdpicos, actinicos), ha razées pa-
ra acredxtar—se que estes principios sejam também aphcavels a outros tecidos capa
Zes de acumular99mTc sestamibi (musculo esqueletlco figado, rins e uma varieda-

de de tumores).
4.5 --- CONCLUSAO

Em resumo, quando se correlaciona o fracionamente de marca

dor do contetido mitocondrial com a distribui¢do de 99nTc-sestamibi, este agente
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pode ser localizado no compartimento mitocondrial. Nao ha evidéncia de ligacao
“in vivo” com proteinas citosélicas. Estes dados estendem ao miocardio de mami-
feros resultados “in vitro” previamente obtidos em cultura de células. Deve-se ter
cautela ao utilizar técnicas de fracionamento tissular para localizar radiofirmacos

difusiveis com mecanismo de seqiiestro energia-dependente.



5- UTILIZA(;AO DE 99mTc-SESTAMIBI NA AVALIACAO
DA PERFUSAO MIOCARDICA POS-ANGIOPLASTIA
CORONARIANA
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5.1 --- INTRODUCAO

A angioplastia coronariana transluminal percutinea (ACTP)

foi introduzida cm 1977 como op¢do para o tratamento de  coronariopatia 60-62,
Embora a incidéncia de complicacdes agudas apdés a ACTP tenha diminuido com
o aumento da experiéncia e melhorias técnicas, a incidéncia de reestenose 3a 6
meses apods este procedimento permanece em torno de 30%, mesmo com o uso de
agenfes antitrombéticbs, anticoagulantes, antagonistas do Ca**, dieta suplementar
com dleo de peixe ou, ainda, novas tecnologias com laser e cateteres 63. O aumen-
to da probabilidade de reestenose tem sido ligado a fatores de risco como angina
instavel, diabetes mellitus, dilatagdo da artéria coronaria descendente anterior, se-
veridade da lesdo pré-dilatagﬁo, disseccdo extensa"etdimenséo de estenose reSi—
dual 64,65, A incidéncia relativamente alta de re-esfenose e a possibilidade de sua
prevéhgéo 67 dao énfase a método ndo-invasivo czipaz de identificar precocemente
e permitir o seguimento de pacientes sob risco, o

- Vérios testes ndo-invasivos como o eletrocardiograma de s
forco, a ventriculografia radioisotépica e os estudos da perfusdo miocardica com
2°1Télio tém sido utilizédos na identifica¢io e na previsio de reestenose 67-69, Co-
mo “a'tcineangiocorona/r’iografia realizada logo apOs a dilatagdo coronariana pode
subééﬁimar 0 signiﬁcado funcional de estenose residual, estes testes ndo-invasivos
podefﬁ desempenhar um papel complementar importante logo ap6s a dilatacio co-
ronarihna, estabelecéndo padrdo de reperfusdo basal para o seguimento 7°.

Recentemente, complexos de 9°mTc-isonitrila como o 99mTc-
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sestamibi (hexakis [metoxiisobutil isonitrila] tecnécio [I]) foram introduzidos co-
mo tragadores da perfusdo miocéardica 46.71.72, Devido a sua depura¢do mais lenta,
a melhores propriedades para obtenc¢ao de imagens, & menor exposicao do pacien-
te a radiagdo e a cinética celular distinta, este tracador apresenta vantagens quan-
do comparado ao 201T4lio para avalia¢dao da reperfusao miocardica 473,74, Como
a “redistribui¢@o” deste novo agente perfusional lipofilico ¢ muito menor que a
do 201T4lio 74, 0 99mTc-MIBI pode ser utilizado como potencial complemento 4 an
giografia para avaliar o significado funcional da lesdo coronariana imediatamente
antes da angioplastia.

O:objetivo do presente estudo foi o de avaliar a utilidade deste
novo tracador da perfusdo miocardica utilizando-se a tomografia por emissdo de
féton tnico (“Single Photon Emission Computed Tbmography - SPECT”) para
estimar a reducdo da quantidade de miocardio “sob risco” imediatamente apés a

ACTP.
5.2 --- MATERIAL E METODOS
5.2.1 --- Pacientes

Quinze pacientes com angina estavel e lesdio significativa (este-
noSé maior que 70%) em um ou mais vasos epicardicos foram incluidos seqtien-
cialmente no presente estudo, sendo quatorze destes submetidos d angioplastia de
um vaso € somente uiﬁ ao tratamento de dois vaséé. O esquema terap€utico anti-

anginoso foi mantido em todos os individuos e incluia uma combinacdo de beta-



-59 -
bloqueadores, nitrato e antagonistas do Ca*+. Um paciente estava recebendo digo-
xina. Todos os pacientes consentiram, por escrito, em participar do presente estu-

do e foram submetidos & angioplastia coronariana entre agdsto de 1988 e feverei-

ro de 1989.
5.2.2 --- Estimulo com marca-passo ¢ inje¢do de 99mTc-MIBI

Ap6s a canulagdo da artéria e veia femorais a esquerda, um ca-
bo de marca-passo bipolar transvenoso (5F) foi posicionado sob fluoroscopia em
nivel do apice do veﬁtriculo direito (n=6) ou no 4trio direito (n=9). Iniciou-se in-
creiﬁento progressivo da freqliéncia cardiaca até alcancar-se 85% da  frequéncia
maxima prevista para a faixa etdria (220 - idade), ou até o surgimento de dor an-
ginosa, ou ainda, até 6 surgimento de alteragdes elétrocardiogréﬁcas indicativas
de isquemia (infra-desnivelamento do segmento ST > 1 mm a 0.08 segundos apés

o ponto J) (Tabela 3). Neste momento, foram injetados por via endovenosa perifé

Tabela 3 - Indugdo de isquemia miocardica com marca-passo temporario (MPT)

D I T T T T T e - T T T2 T T T T T T T T T e

Paciente MPT FC : Angina - ‘Alteragoes ECG
12 Dia / 22 Dia 12 Dia / 2° Dia 12 Dia / 2° Dia
1 Atrial - 155 [/ 150 + |+ + ] -

2 Atrial 155 / 155 + | o+ + |+
3 Ventr. 132 / 130 + [ - e ee-
4 Ventr. 150 / 150 S B
5 Atrial 140 [/ 140 + /| - + f -
6 Atrial 100 / 100 + /- + | -
7 Ventr. 130 [/ 130 + [+ e e
8 Atrial 150 / 150 + / - + /| -
9 Atrial 130 [/ 130 + |/ - + [ -

............................................................

FC= frequéncia cardiaca; (+) indica desconforto ou sensacdo de pressdo ao nivel da re-
gido precordial; (+) positivo ou (-) para dor anginosa ou alteragbes isquémicas ele-
trocardiograficas. :
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rica 740 MBq de 29nTc-MIBI (Cardiolité®, Du Pont Diagnostic Division, N. Bil-
lerica, MA, Estados Unidos). O estimulo com marcapasso foi mantido durante um
a dois minutos pos-inje¢do do radiofirmaco. A seguir realizou-se a  angioplastia
coronariana, porém ndo sem antes confirmar-se o retorno ao estado basal, sem
evidéncia de isquemia miocdrdica (em média 10 minutos apds a cessa¢do do esti-
mulo). O estudo tomografico por emissdo (SPECT) foi obtido 2 a 3 horas apés a
angioplastia (1° Dia). Dos quinze pacientes injetados imediatamente antes da angio
plastia coronariana, somente onze apresicntavaméée clinicamente estaveis para sub-
méterem-sc a tomogréﬁa por emissdo e, destes, dois foram excluidos do  estudo
por ter-se comprovado a presenca de infarto miocArdico prévio. Para os nove pa-
ciéntes em condig(”)es\ dé completar o estudo (Tabela 4), o cabo do marca-passo foi
mantido até o dia seguinte (16 a 20 horas p6s-injec¢do), quando novo estimulo foi
indyuiido, repetindo a freqiiéncia cardiaca obtida no dia anterior. Nova dose de
740 MBq de 99mTc-MIBI foi injetada por via endovenosa e segundo SPECT foi

obtido obedecendo ao mesmo intervalo de tempo entre inje¢do e imagem (22 Dia).
523 - Imagens de SPECT e sua quantifica¢io

Os éstudos de SPECT foram 6btidos através de sistema  Star-
cam 400/AC (General Electric Medical Systems, Milwaukee, WI, Estados Unidos
da ’A:mérica). Para adquirir 64 imagens (10 segundos/imagem) em 1802 (452 obli-
quc“)i'"zfmterior direito a:' 135% obliquo posferior esQuérdo) foi utilizado colimadof de
baixa energia, propésito geral e os dados foram armazenados em matriz de 64 x

64 pixels e filtrados com filtro de Ramp-Hanning (frequéncia de corte 0,5 ciclos/
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centimetro). Cortes tomogréaficos transaxiais foram gerados através de técnica pa-
drao de retroproje¢do e as multiplas aquisi¢des de diferentes estudos para 0 mes-
mo paciente foram pareadas através de “software” para reconstru¢cdo obliqua que
geravam cortes tomograficos anatomicamente comparaveis dos eixos curto e lon-
gos do ventriculo esquerdo. Os cortes tomograficos dos eixos curto, longo verti-
cal e longo horizontal possuiam espessura de 1 pixel (tamanho do pixel = 0,63
cm). Os cortes tomograficos do eixo curto com defeito perfusional maximoe o
coité longo vertical médio do ventriculo esquerdo foram utilizados para identifi-
cai e quantificar a captagéo miocérdica de 99mTc-MIBI. Para ambos os estudos to-
mograficos de cada paciente, foram geradas duas fegi(‘ies de interesse com aproxi-
madamente 9 pixels de 4rea, uma sobre a regido com defeito perfusional e a outra
sobre segmento normalmente perfundido como demonstrado pelos cortes do eixo
curto do ventriculo esquerdo. O corte tomogréfico central do eixo vertical longo
foi ;.ltilizado para a avaliagéo perfusional do épicé do ventriculo esquerdo, evitan-
do ’désta forma, a interferéncia de “efeito de volufne parcial” sobre a determina-
géc da atividade/pixel. Pelo mesmo motivo, cortes'tomogréﬁcos do eixo curto cor
respondentes a base e ao pice do ventriculo esquerdo foram excluidos da analise
quéﬁiitativa. A densidade de contagens (ndmero médio de contagens/pixel) em ca-
da fggiﬁo de interesse foi “normalizada” a regiio com maxima densidade de con-
tag:éhs em todo o ventriculo e dispostas’em forma de gréfico em fungdo do corte

tomogréfico correspondente, do 4pice para a base.
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5.2.4 --- Reavaliacdo dos pacientes

Os pacientes incluidos neste estudo foram reavaliados através
de angiografia coronariana ( n=4), cintilografia miocardica com 99"T¢c-MIBI (n=
2) e, clinicamente, através de questiondrio (n=9) até sete meses ap6s a angioplastia

coronariana.
5.2.5 --- Analise estatistica

A mediana e os valores minimos e maximos da densidade de
cdnfagem das diversas regides dos segmentos isquémicos e normoperfundidos
(seémentos controle) do ventriculo esquerdo fofam utilizadas na avaliagdo das
diférengas de captacdo de 9mTc-MIBI pré e pés-angioplastia coronariana.

O teste de Wilcoxon foi utilizado na comparac¢io entre o curso
sintomético e assintomaético dos pacientes apds angioplastia e um valor de p < 0,05

foi considerado estatisticamente significativo.
5.3 — RESULTADOS
5.3.1 - Pacientes estudados

Nove pacientes (7 homens e 2 ﬁlulheres) com média de idade i-

guél a 66 anos (intervalo de 49 a 71 anos) foram incluidos no estudo. Todos esta-
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vam clinicamente estdveis e ndo possuiam evidencia de infarto miocérdico prévio.
O inicio de angina variou de 1 a 84 meses antes da angioplastia e todos apresenta-
vam doencga coronariana significativa a cineangiocoronariografia. Em todos os pa
cientes, a angioplastia foi considerada exitosa com uma redugéo > 30% da esteno-
se, abaixo de 50% residual. Os dados demograificos, os estudos funcionais, os re-

sultados angiograficos e o seguimento dos pacientes estdo descritos na Tabela 4.
5.3.2 --- Seguimento angiogréfico e clinico

Em trés dos quatro pacientes com recorréncia de angina, rees-
tenose ao nivel da lesio dilatada foi angiograficamente demonstrada dois dias, trés

e quatro meses apés a angioplastia (n* 2, 1 e 7, respectivam_ente - Tabelad). O

Tabela 4 - Dados demograficos, radiologicos e clinicos dos pacientes estudados

..................................................................

Paciente Idade Sexo Classe ECG/TEE ANGIOGRAFIA ANGIOPLASTIA  AVAL.
NYHA Pré/Pés* DA Cx ACD FEw Vaso Tratado CLINICA

..................................................................

1 59 M i + [+ CABG N 90% 59 ACD 90-40% A/R
2 69 M M + /NR 70% N 80% 58 ACD 80-50% A/R
3 71 M I + /NR 80% 70%» N 69 DA 80-40% A/P
- Cx 70-40%
4 57 M i + / NR N 90» N 85 Cx 99-30% C/-
5 67 F R + / - 90 N 70% 90 DA 90-40% C /-
6 49 M I + /- 9% N N 80 DA 9940%» Tc/N
7 61 M 1 + /NR 95 N N NR DA 9550%x A/R
8 49 M I + /NR 706 N N NR DA 70200 C /-
9 65 F H + /- 50% 40%90% 88 ACD 90-30%  Tc/An

Pré/Pés - antes e ap6s angioplastia; NYHA - New York Heart Association; ECG/TEE - eletrocar.
diogramafteste ergométrico em esteira; DA - artéria coronaria descendente anterior; Cx - ar-
téria circunflexa; ACD - artéria coronaria direita; FE - fracdo de ejecdo do VE; NR - ndo rea
lizad’o; N - normal; An - anormal; A - angiografia; Tc - teste ergométrico em esteira com ava
liagdo da perfusdo miocardica com °°™Tc¢c MIBI; P - patente; R - restenose; C - seguimento cli
nico; (+) recorrencia de angina; (-) assintomatico; CABG - cirurgia de revascularizagdo.
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quarto paciente (n® 3 - Tabela 4) apresentou dor precordial trés meses apds o tra-
tamento, porém os vasos tratados permaneciam patentes ao estudo angiografico.
Uma paciente com queixa de desconforto precordial, porém
sem alteragoes eletrocardiogrificas ao teste de esf6r¢o, apresentou capta¢do anor-
mal de ?9mTc-sestamibi sugestiva de isquemia persitente no territorio do vaso tra-
tado (ACD), sete meses apds a angioplastia coronariana (paciente n® 3 - Tabela 4).
Os demais pacientes (n® 4, 5, 6 e 8 - Tabela 4) permaneceram
ass’ih:tométicos até a reavaliagdo, sete meses apos o tratamento. Destes, somente o
paéiénte n? 6 foi submetido a seguimento com teste de esforco e nova avalia¢50
da perfusdo miocardica com 99mTc-sestamibi, sem evidéncia de isquemia ao eleﬁp_

cardiograma ou ao estudo radioisotépico.
5.3.3 --- Andlise das imagens tomogréficas

A analise visual das imagens cOfrespondentes 20 eixo curto do
veﬁiriculo esquerdo demonstrou defeitos de perfusio inequivocos em 10/12 ‘sfeg~
mentos com lesdo signiﬁcativa pré-angioplastia, e evidente reperfusido em 7/ 10
territérios vasculares tratados. A avaliagdo quantitativa regional da captacao de
99mTc-MIBI normalizada 2 atividade maxima do ventriculo estd descrita na Tabela
4,

A atividade do radiotracador em segmentos supridos por arté-
térias angiograficamente normais foram utilizados como controle na  demonstra-
¢do das alteragdes perfusionais pos-tratamento. A'cépta(;z“xo relativa destes segmen-

tos ‘(ii=9) foi de 94% (92% a 96%) pré-angioplastia ¢ 94% (91% a 98%) pds-an-
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gioplastia (p=NS). Quatro pacientes assintométicos ao seguimento (n24, 5,6 ¢ 8 -
Tabela 4) e um paciente com recidiva de dor precordial pés-angioplastia, porém
sem re-estenose a angiografia (paciente n°® 3 - Tabela 4) apresentaram captacio ©
lativa de 61% (46% a 68%) pré-angioplastia e 73% (61% a 80%) pos-angioplastia
para os segmentos tratados (n=6) (p<0.02). Imagens representativas deste grupo
encontram-se dispostas nas Figura 8. Trés pacientes com evidéncia angiogrifica
de re-estenose (pacientes n® 1, 2 ¢ 7 - Tabela 4) e um com isquemia miocardica
per'SiEstente ao teste ergométrico com 99nTc-MIBI (paciente n® 9 -Tabela 4) apre-
sentaram captagdo relativa de 72% (69% a 76%) pré-angioplastia e de 73% (70%
a76%) pés—angiopIaStia para os segmentos tratados (n=4) (p=NS). Imagens réprg
sentativas deste grupb encontram-se na Figura 9.5

A reducdo média da estenose foi similar para os dois griipos

(siﬁntomético e assintomatico ao seguimento) (Tabéla 5).

Tabela 5 - Captacdo segmentar de 99™Tc MIBI normalizada & captagdo méaxima no VE(mediana e

valores minimos e mMaximos)

...................................................................

Segmentos 12 Dia 2° Dia - Média Melhora na
(pré-AC) (p6s-AC) de Redugéo Captagdo
. da Lesdo Pos-AC*
Controle 9 4% .« . 9 4% e ce e
(n=9 segm.) (92 - 96) (81 - 98)
Assintomaticos 6 1% fxe 7y " 4 2% 6/6
(n=6 segm.) (46 - 68) (61 - 80)
Sintomaticos 7 2% * o 7 3% : 4 8% 114
(=4 segm.) (69 - 76) (70 -76)

* analise visual das imagens
** p = néo significativo (NS)
** p < 0.02
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Figura 8. Cortes tomograficos do eixo vertical longo e eixo curto do dpice para a base do ventriculo
esquerdo (A) e perfis segmentares logitudinais da captagdo miocérdica relativa de 99mTc-

MIBI (B) em paciente assintomatico até 7 méses ap6s angioplastia coronariana. Os cortes
pré-ACTP demonstram déficit perfusional do segmento anterior (setas) do ventriculo es-
querdo (estenose de 90% da artéria coronéria descendente anterior), enquanto, as ima-
gens tomograficas pos-ACTP demonstram melhora significativa da captagdo e retengio
do tracador (lesdo residual de 40%). Os perfis longitudinais segmentares nio demonstram
alteragdo significativa da captagio relativa de *?mTc-MIBI para o segmento lateral, enquan
to ha significativo aumento da atividade no segmento anterior.
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Figura 9. Cortes tomograficos do eixo vertical longo e eixo curto do apice para a base do ventriculo
esquerdo (A) e perfis segmentares logitudinais da captagdo miocardica relativa de 99mTc-
MIBI (B) em paciente com dor toracica recorrente e isquemia persistente demonstrada a-
través de teste ergométrico e SPECT com 29T c-MIBI 7 meses apds angioplastia corona-
riana. Os cortes pré-ACTP demonstram déficit perfusional do segmento inferior (setas)
do ventriculo esquer do (estenose de 90% da artéria corondria direita) e anormalidade me-
nos intensa em regido antero-septal (estenose de 50% da artéria coronéria descendente
anterior). As imagens tomograficas pds-ACTP demonstram que ndo hi melhora signifi-
cativa da captagfio e retengdo do tragador, embora a lesdo residual da artéria coronéria di-
reita seja de 30%. Os perfis longitudinais segmentares da atividade em ventriculo esquer-
do demonstram graficamente que néo ha alteragdo significativa da captagdo relativa de
99mTc-MIBI para os segmento inferior antes e apés;,ACTP.
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Ao analisar-se a variagdo percentual relativa na captacdo de
99mTec-MIBI para cada um dos segmentos tratados, antes e apds angioplastia, ha e-
vidente melhora da captacdo para o grupo assintomatico ou com auséncia de re-es
tenose a angiografia (Figura 10). Neste grupo, o paciente cuja captagao variou me
nos apés a angioplastia (Figura 10 - seta) era diabético grave e negou-se ao segui-
mento angiografico ou ao teste de esforco e SPECT com 9°mTc-MIBI, tendo per-
manecido assintomdtico durante os 7 meses de seguimento nao podendo, portanto,

ser afastada a presenca de re-estenose silenciosa.
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Figura 10. Captagdo relativa de 92mTc-MIBI para cada segmento estudado, antes e apds angioplas-
tia. (A) Segmentos com vasos angiograﬁcamentehormais (n=9). (B) Segmentos com va
sos tratados com &xito em pacientes assintomaticos até 7 meses ap6s ACTP (n=4) e com
dor toricica recorrente, porém com vasos pérvios a angiogiografia (n=2). O segmento i-
dentificado por seta pertence a paciente com diabete melito severo, assintomitico, nao

sendo possivel excluir isquemia silenciosa. (C) Segmentos com vasos tratados com éxi-
to em pacientes com angina recorrente ou evidéncia de isquemia persistente até 7 meses.
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5.4 --- DISCUSSAO

A angiografia coronariana 7677 ¢ a cintilografia miocardica
perfusional com 201T4lio 78-80 t&€m sido utilizados na avaliagdo, a curto e a longo
prazo, dos resultados da angioplastia coronariana. Aproximadamente 30% dos pa
cientes apresentam re-estenose da lesdo tratada 3 a 6 méses épés 0 procedimento.
Nobuyoshi et alli. 8! demonstraram que ha evidéncia angiogréﬁca de re-estenose
em 14,6% dos pacientes submetidos & angioplastia coronariéna JA nas primeiras
24 horas ap6s a angioplastia considerada exitosa e que a taxa de reestenose aumen
ta marcadamente entre 1 ¢ 3 meses apés este procédimento, com aumento modes-
to 211565 90 dias. O prééente estudo sugere que o uso do SPECT miocardico com
99'5Tc—sestamibi, obtido de 16 a 20 horas ap6s a angioplastia coronariana em seg-
méﬁibs nao infartados,'é atil na avaliacao da quantidade de miocardio “sob risco”
imediatamente ap6s a dilatacdo coronariana, correlacionando-se, possivelménte,
com o seu resultado clinico. Pacientes com reesténose demonstrada angiograﬁca~
mente (n=3) ou com isquemia demonstrada ao teste ergométrico e SPECT com
somTc-MIBI (n=1) apresentaram uma diferenca média de aproximadamente 2%
da ééptagéo miocérdi:c‘a pré e pés-angioplastia (P =NS).J 4, 0s pacientes que,‘ a0
contririo, ndo apresentaram recorréncia de angina (n=4) ou que apresentou dor
torﬁéica com estudo angiografico demonstrando paténcia do vaso dilatado (nr-Ql)
exibiram aumento médio de 15% da captacao midcérdiea pds-angioplastia (P <
0,02); Entretanto, corﬁo somente 2/5 dos pacientés assintomaticos no seguimento

obtiveram documentagdo por imagem da paténcia do vaso tratado, é possivel que
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possa ter existido re-estenose “silenciosa” ndo detectada em 3 dos 5 pacientes. Con
seqiientemente, re-estenose “silenciosa” ou mesmo hiperemia reativa podem ter in
fluenciado estes resultados preliminares.

Diferentes motivos podem explicar a auséncia de melhora da
perfusdo miocardica demonstrada por *°"Tc-MIBI para o grupo de pacientes sub-
metidos & angioplastia exitosa. Inicialmente, é possivel que tenha ocorrido reeste-
nose durante o intervalo de 16 a 20 horas entre os estudos de SPECT pré e pés-an
gidplastia. Isto, entretanto, é pouco provivel uma vez que 3 dos 4 pacientes que
nﬁd;apresentaram melhbra da perfusdo ao estudo éintilogrz’xﬁco estavam assintoma
ticos e sem alteracdes eletrocardiograficas que sugerissem isquemia durante a es-
timulagﬁo com marca-passo durante o estudo do Dia 2. O quarto paciente (pacien-
te 2) apresentou dor tordcica persistente ¢ alteragoes eletrocardiograficas indicati-
vas de i isquemia com estudo angiogrifico feito 48 horas apos a angioplastia que de
moiistrou reestenose do vaso tratado (Tabelas 3 & 4). Em segundo lugar, um pos-
sivel déficit de fluxo sangiiineo distalmente & lesdo dilatada com diminui¢ao da
convéxﬁo de 99mTc-MIBI poderia explicar a melhbfa da perfusao neste grupo ‘de
pacientes. De acordo com Wilson et alli. 82 aproximadamente 50% dos pacientes
suBrﬁetidos a angioplastia coronariana apresentam reducfo transitéria da reserva
coronariana imediataménte apds a angioplastia, qﬁe normaliza-se na auséncia ’de
re—éstenose. Tal redugéo do fluxo de reserva coronariano distal a lesao dilatada
poderia levar a redugdo da convexao do 99T c-MIBI precocemente ap6s a  angio-
plastia exitosa. A captagdo miocérdica de cloreto de 201 T4lio, também um agente
perfusmnal miocardico, correlaciona-se com o fluxo de reserva coronariana em

pacxentes com coronariopatia significativa submetxdos a angxoplastla 83 ¢ que de-
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monstraram anormalidade persistente do fluxo coronariano apesar da  resolugdo
da lesdo epicardica. Conseqiientemente, pacientes que demonstram melhora par-
cial da captacdo miocardica de *9"Tc-MIBI imediatamente apds a angioplastia po-
dem evidenciar, mais tarde, melhora adicional da capta¢do, presumindo-se que
haja uma relagio direta entre a captagdo deste radiotracador e o fluxo de reserva
coronariano. Para o presente estudo, entretanto, os pacientes que apresentaram
re-estenose nao obtiveram melhora parcial da captacdo de °°nTc-MIBI, mas sim
deféivto perfusional inalterado apds a angioplastia.

| Em estudo recente por Pellikka et alli 84, 99mTc-MIBI foi utili-
zado na avaliacdo inicial das alteracoes da perfuéfib miocardica 18 a 48 horas ¢ 6
a 14 dias ap6s tratamento do infarto agudo do rﬁioéérdio com tromboliticos. Nes-
te éétudo, somente 6 ﬁiacientes apresentaram melhora parcial da perfusdo miocar-
dica no periodo de 6 a 48 horas, melhora esta que’tomou—s;: maxima no estudo de
6 a 14 dias apos o tratamento. Esta resposta mais lenta da captacao do **mTc-MIBI
a féperfusﬁo, possivelmente relaciona~sq ao grau de atordoamento miocardico pe-
ri-infarto com diminuig¢do do transporte transméri1brana deste cation lipofilico.
Istt; foi demonstrado recentemente em estudo coiﬁ »mi(’)citos ventriculares de ém—
brizz?fl‘lb de galinha em ciiltura nos quais ocaptagéd jde 99mTc—MIBI diminui durahte
componente mais tardio da lesdo miocardica 14,

No presente estudo, a avaliagﬁo angiografica provavelmeﬁte su
pereétimou a verdadeira melhora do fluxo coronafiano para aqueles pacientés
sem “melhora da captacdo de 99"Tc-MIBI e que apfésentaram: reestenose docuxhen—
tada.’Este mesmo gru‘pyo de pacientes apresentou captacio média de 71% do ‘seg-

mento em questio em relagdo A captagdo méaxima do ventriculo esquerdo, enquan-
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to 0 grupo assintomdtico apés a angioplastia apresentou captagdo segmentar  de
61% da captacdo méxima do ventriculo, sugerindo que o primeiro grupo apresen-
tava doenga mais ext}ensa ou que houvesse sido submetido a estresse  subméaximo
com estimulo por marca-passo. Esta Gltima hipétese pode ser descartada uma vez
que a efetividade do estimulo com marca-passo foi comprovada pela inducdo de
angina ou alteracdes eletrocardiograficas que foram revertidas antes da angioplas-
tia. A extensdo da doenga, entretanto, nao pode ser completamente avaliada pois a
prééenga da “doenca dé pequenos vasos” pode causar uma diminuicdo difusa da
captagio miocardica de 2°7Tc-MIBI, especialmehié no segmento “controle”, | au-

mentando a captagao rélativa dos segmentos tratados.
5.5 --- CONCLUSAO

Os presentes achados sugerem que o SPECT com 99mTc-MIBI
podé ser complementar ao estudo angiografico na avaliacao dos beneficios iniciais
da reperfusdo miocérdica, mas estudos adicionais sdo necessarios para estabelecer

p

o valor progndstico deste radiotragador para este grupo selecionado de pacientes.
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A doenca coronariana é uma das principais causas de  morte
em paises industrializados, sendo que em 1989 foram registrados cerca de 1,5 mi-
Ihodes de casos de infarto agudo do miocéardio nos Estados Unidos da América 85,
sendo responsével por aproximadamente 36% dos 6Obitos nas principais  capitais
do Brasil 88, A revasculariza¢do miocardica na coronariopatia crénica e aguda faz
com que surja a necessidade de identificar-se a extensao da isquemia miocérdica e
de estabelecer-se a presenca de miocéardio vidvel, para que, em associaciao a dados
referentes a anatomia fcoronariana, funcao ventricular, idade biol6gica e doencas
asédciadas, seja prescrrito o melhor tratamento. Através do armamentario diagnds-
tico disponivel 2 moderna Cardiologia, o tratam‘énto prescrito deve ser  avaliado
quéhto i sua efetividade em reperfundir o miocirdio e preservar ou melhorar a
funéﬁo ventricular.

A cintilografia mioc4rdica com 20'T] constitui técnica eficaz e
conéagrada para a determinagfio da extensdo de miocéardio sob risco e da presencga
de miocéardio vidvel 36.‘Entretanto, as caracteristicas fisicas e de  biodistribui¢do
deste radioisétopo deixam a desejar, especialmeﬁté para a avaliagdo da eﬁcécié do
tmtémento em situacéés agudas 117:21,46,58,70,81,85

C:(‘)‘m o surgimento de 99mTc~alquilisonitrilas, especialmente o
995\Tc-sestamibi, tornou-se possivel a andlise do estado do fluxo coronariano com
maior flexibilidade de tempo para obteng¢ao das iniagens (maior tempo de rési’dég
cia \irlltramiocérdica em comparac¢ao ao 201Tl) e niéihor qualidade de imagem 4 A
capacidade diagnéstiéa deste novo agente demonstrou-se semelhante ou melhor

que a do 201T14-7, A partir destes estudos preliminares tornou-se imperioso o me-
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lhor entendimento de sua cinética miocardica e da aplicacdo em situacoes clinicas
especificas como na avalia¢do da eficacia da angioplastia coronariana.

Com os estudos iniciais de Mousa et alii 13.48, onde foi utiliza-
da técnica de fracionamento celular com homogeneizacao e centrifugacdo de mié-
citos de cobaio, ficou aparente a localizacao “citosélica” de 2°mTc-sestamibi, suge-
rindo os autores que este tracador atravessaria a membrana celular por  difusdo
passiva localizando-se no citosol, implicando, portanto, em distribuicdo miocardi-
ca dependente do fluxo sangiiineo. Estudos em outros modélos de células em cultu
ra sitgeriam, todavia, QUe haveria um componente de retengdo  intramiocérdica
deste tragcador relacionado ao gradiente eletronegat‘ivo entre as membranas icelu—
lar e mitocondrial intéi‘na com actimulo intramitocondrial quando em equilibx‘io.
Esté’componente seria, portanto, independente do ﬁuxo coronariano e caracteri-
zaria um compartimeﬁto adicional para sua distribui¢do 12,14,15,23-25,28,30,48-50,59,

Buscando estabelecer a razio desta discrepancia entre os mode-
loskCitados acima, o presente estudo repetiu a técni/c:a utilizada por Mousa et alii 13
acrescentando marcadores mitocondriais ¢ estabeleceu que a técnica utilizada por
estéé autores induzia a fuptura de mitocdndrias e éonseqiiente “contamina¢do” do
contedido citos6lico. Tal fato confirma os achados descritos em modélos “in v‘it’ro”
de localizacdo mitocondrial para o 99mTc-sestamibi e os extende para o coracgio de
mainiferos. Em estudo recente, Crane et alii 30 confirmam nossos achados utilizan
do cortes de ventriculo de cobaios. Verificaram que mais de 90% do radiotraca-
dor localizava-se na ffzigﬁo mitocondrial. Neste eStudo, assim como em todos 05
derﬁéis que utilizam a técnica de fracionamento pbr ultracentrifugacdo, deve-se

considerar que este fracionamento dos compartimentos subcelulares é tarefa com-
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plexa e delicada uma vez que envolve a tentativa de extracdo de organelas frageis
envoltas por matriz proteica fibrosa enquanto devem ser mantidas seu funciona-
mento e retencdo do radiotracador. Todos estes métodos fornecem, no  maximo,
populagoes representativas de organelas e compartimentos, assim como dos even-
tos fisiol6gicos relacionados.

A extrapolagao destes achados para situagoes de uso clinico da
cintilografia miocardica com 9°mTc-sestamibi traz interessargies contribui¢des com
aplij'cgégzio imediata e futura para o entendimentojdé cinética deste tracador em hu-
manos. As propriedadés fisicas e de biodistribuiéﬁo do 99 Tc-sestamibi descritas a
cima, induzem ao raciocinio de que se aumentarmos o tempo de oferta celular des
te tragador maior serd sua concentracio m1tocondma1 enquando estiverem inte-
gras as membranas celular e mitocondrial interna. Tal fato torna-se importante na
avaliagio de isquemiamiocérdica cronica grave ou em pacientes com bloqueio de
ramo esquerdo (nestes ultlmos ha diminuicdo do potencxal do sarcolema ¢ posswel
dlmmmc;ao do gradlente eletronegativo 87) , quando tanto o 2°mTc-sestamibi quan-
to o 2°1Tl, injetados em bolo endovenoso durante avahaqéo de repouso, nio serﬁo
extraﬁdos em quantidade suficiente para serem déteCtados. Portanto, a infusio len-
ta, s()‘” possivel com 9°mTc-sestamibi, poderé trazer importantp colaboracdo para a
acdrééia da cintilografia na diferencia¢do tecido miocardico viavel versus ﬁbrose
miocardica.

Oﬁtfo fato importante refere-se i diferenca da cinética celi;dar
indeﬁ;andente de fluxb ‘sangﬁineo entre o 99mTc-seéfamibi e26,1T1, quando correla-

cionados a eficiéncia de extragdo celular e diferentes estagios da les@o celular is-
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quémica “in vivo”. Verifica-se que estes tracadores respondem de forma diversa
a deplecdo de ATP28. A medida que aumenta o grau de lesdo celular com  deple-
¢do de ATP, porém ainda com manuten¢do da funcao do sarcolema, hd um aumen
to da captacao de 99mTc-sestamibi e uma diminui¢do da captacao de201Tl. Em tal
estagio de lesao miocardica isquémica, o 29mTc-sestamibi apresentard maior acu-
racia que o 20!T] na deteccdo de miocardio viavel. Deve-se ressaltar, entretanto,
que provavelmchle deva ser utilizada infusao continua de 29" Te-sestamibi “in - vi-
vo” na tentativa de apyroximar-se das condigoes de equilibriq “in vitro”.

h Ja OS estudos de Crane et alli 30 demonstraram que em miocar-
dio i:rreversivelmente lesado ndio ha actimulo de 99mTc-sestamibi e que, ao induzi
»sefﬁs'obrecarga celular e mitocondrial de Ca*+ (ponto de irreversibilidade de lesdao
isqﬁémica), ha liberacao quase total do contetido celular deste tracador.

Como corolério, verifica-se que, quando da inje¢do endoveno-
sa ém bdlo de 99mTc-sestamibi utilizada nos atuais protocolos de investigacdo clint
ca, regido miocardica de hipocaptacao e retencao deste tracador pode  significar
reducdo de fluxo sangiiineo ou inviabilidade celular com ou sem redu¢io de flu-
X0 ie{ distribuicdo miocardica “normal” representa fluxo normal para células  via-
veisil

A utilizagéo destes principios em pacientes portadores de coro-
nariopatia crénica imediatamente antes e até 24 horas apds a revascularizacdo mio
cérdiiica através da angiOplastia fornece um modelo onde alguns destes principios
podéin ser analisados. O estudo clinico desenvolvido no presente trabalho permi-
tiu L\}ekrificarose a potencialidade do 99mT¢-sestami‘b:i‘ em avaliar os resultados ime-

diatos da revasculariza¢io, traduzindo-se na hipétese de que aqueles pacientes
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que apresentarem melhora significativa da perfusao miocardica imediatamente a-
pos a angioplastia beneficiaram-se efetivamente do procedimento (significado fun
cional de lesdo residual) e provavelmente estario menos sujeitos ao risco de re-es-
tenose. Tais afirmativas devem, entretanto, ser confirmadas por estudos apropria-

damente planejados com grupos de pacientes nao tdo selecionados.
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O presente estudo permite as seguintes conclusoes:

- quando se utiliza técnica de fracionamento celular em cora-
¢do de rato isolado e perfundido com possibilidade de ruptura de estruturas intra-
celulares, marcadores do contetido mitocondrial correlacionam-se com a concen-
tracao de 29mTc-sestamibi, demonstrando, indiretamente a localizacdo intramito-
condrial deste radiotragador.

- ao contririo de estudos iniciais que indicavam a existéncia de
ligacdo de 99mTc-sestamibi 4 proteina citos6lica, o presente estudo ndo  confirma
tal ligacao.

- 0s achados descritos em estudos com culturas de mi6citos de
embrido de galinha sdo estendidos ao estudo de miocardio intacto de mamiferos.

- 0 SPECT miocardico com 9°mTc-sestamibi imediatamente an-
tes e apoOs a angioplastia coronariana transluminal percutinea ¢ modélo promissor
para avaliacdio dos beneficios da revasculariza¢do miocérdica e complementa a an-
giograﬁa coronariana neste grupo selecionado de pacientes.

- a melhora > 15% da perfusdo miocardica regional entre o es-
tudo cintilogréfico pré- e pés-angioplastia coronariana parece caracterizar grupo
cor'\nireperfuséo efetiva do territério miocardico sob risco, sendo que estudos com
plementares s3o necessarios para melhor definir este valor e determinar sua capa-
cidade preditiva para a ocorréncia de re-estenose da lesdo tratada.
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O presente estudo objetivou avaliar a distribuigdo miocérdica
de 99mTc-sestamibi utilizando os modelos de fracionamento‘ celular em coragdo de
rato isolado e perfundido, e de angioplastia coronariana em humanos.

Com o objetivo de abordar a aparente discrepincia existente en
tre dados obtidos em células em cultura e preparagoes de coragdes integros, fo-
ram utilizados coragdes de rato perfundidos através da preparagdao de Langen-
dorff e perfundidos com hexakis (2-metoxi isobutil isonitrila) tecnécio(I) (9mTc-
MIBI). Os coracoes foram fracionados através dé técnica padronizada de centrifu
gaQéo e as fragOes contendo 99mTc-MIBI foram correlacionadas ao marcador mi-
tocondrial malato desidrogenase (MDH) e a substratos mitocondriais.

A fragdo “citos6lica” continha 88% (84-96) do total de 99mTc-MIBI, mas também
cohtinha 91% (89-94) de toda a atividade de MDH determinada através desta me-
todologia. A anilise cromatogrifica da atividadé na fracdo citos6lica demonstrou
qué > 95% deste agente estava presente como cdmplexo catidnico original livre;
sué 1ocalizagﬁo, portanto, nao estava relacionada a ligacdo a moléculas com baixo

pésb molecular. A adi¢do do desacoplador mito;jdndrial CCCP (5uM) aos sedi-
meritos “mitocondrial” e de “fragmento’s celularéé” liberou até 84% do contetdo
de 99mTc-MIBI e a adicdo do substrato mitocondrial succinato (10uM ) na preiseg
ca dé rotenona (1 uM ) aumentou em 139% o contetido de 99"Tc-MIBI em  rela-
cao ao controle. Estes dados indicam que aproxi'madamente90% da atividade “in

vivo” de 99mTc-MIBI est4 associada & mitocondria de forma dependente de ener-

gia como um complexo catidnico livre que migrzi durante o fracionamento é cen-

tl‘ifugagﬁo.
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Para avaliar o beneficio precoce da angioplastia coronariana
transluminal percutdnea (ACTP) bem sucedida, foi utilizada a tomografia compu-
tadorizada por emissdo de foton inico (SPECT) da perfusao miocardica com
9smTc-MIBI em nove pacientes consecutivos. O SPECT de estresse miocardico foi
obtido através do estimulo com marca-passo artificial imediatamente antes  da
ACTP e 16 a 20 horas apds, sendo que as imagens perfusionais foram obtidas 2 a
3 horas apds o estimulo com marczi—passo e injecdo de 99"Tc-MIBI. Re-estenose
foi demonstrada angiograficamente em 3 pacientes, 0s quais nao apresentaram me
thora da perfusio ap6s ACTP. Quatro pacientes assintomaticos até 7 meses apds
ACTP apresentaram melhora média de 15% da :perfusﬁo segmentar apds o proce-
diniénto. Dois pacientes apresentaram dor tordcica apés ACTP, sendo que um des
tes demonstrou paténcia do vaso tratato e melhora > 15% da perfusao deste terri-
t(’)rio. O segundo paciente ndo apresentou melhora da perfusiao (nao foi obtida cor
reiacéo angiogréﬁca). Estas observacdes prelimiﬁares sugerem que o 99wTc-sesta-
mibi é importante complemento & angiografia na estimativa da extensdo de mio-

cardio “sob risco” antes e ap6s a ACTP.
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The present study evaluated the myocardial distribution  of
99mTc-sestamibi using models of coronary angioplasty in humans and of celular
fractionation in isolated perfused rat hearts.

To address the apparent discrepancy between cultured cells
and whole heart preparations, Langendorff-perfused rat hearts loaded with hexa-
kis (2-methoxyisobutyl isonitrile) technetium (I) °*"Tc-MIBI) were fractionated
by a standard differential céntrifugation method and fractional contents of 99nTc-
MIBI were correlated with the mitochondrial marker, malate  dehydrogenase
(MDH), and mitochondrial substrates. The “cytosolic” fraction nominally contai-
ned 88% (84-96) of total 99mTc—MIBI,‘but also contained 91% (89-94) of total
MDH activity by this method. Chromatographic'hnalysis of activity in the “cytoso
lic’; fraction demonstrated that > 95% of the agent was present as the original
free;cationic complex; binding to a small molecular weight cytosolic protein was
not involved in localization. Addition of the mitochondrial uncoupler CCCP (5
uM ) to both “mitochondrial” and “cell fragment” pellets released up to 84% of
99mT¢-MIBI content and addition of the mitochondrial substrate succinate (1011M)
in the presence of rotenone (1 uM ) enhanced 29mTc-MIBI content by up to 139%
Ovef the control. Thése correlative data from rat hearts indicate that approxima-
tely 90% of #>Tc-MIBI activity in vivo is associated with mitochondria in an
enefgy-dependent manner as a free cationic complex, but migrates during frac-
tionétion/centrifugation.

To assess the early benefits of successful percutaneous translu-
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minal coronary angioplasty (PTCA), *9mTc-MIBI Single Photon Emission Compu
ted Tomography (SPECT) was used in nine consecutive patients. SPECT  stress
studies were done by artificial cardiac pacing just prior to PTCA and 16-20 hours
later, with perfusion imagens obtained 2-3 hours after pacing stress and  %9mTc-
MIBI injection. Angiographic restenosis was demonstrated in three patients at a
later date, and all of these showed no significant improvement on the perfusion
study after PTCA. All four patients asymptomatic at 7 months following PTCA
had an avarege 15% improvement in segmental perfusion after the procedure. In
t\/{)({)vpatiens symptomatic after PTCA, one showed angiographic patency and had
> 15% improvement‘in perfusion, while the second showed no scintigraphic im-
prévement (no angiographic data obtained). These preliminary observations sug-
gési that 99mTc-sestamibi is an important adjunci to angiography in estimating the

amount of myocardium “at risk” before and after PTCA.
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