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A Cardiologia Nuclear ocupa posição de destaque dentre os diver­

sos métodos utilizados para o diagnóstico, o seguimento e a avaliação da eficácia

terapêutica da cardiopatia isquêmica. Tal fato relaciona-se à singularidade das in­

formações fornecidas pelos radiofármacos utilizados para o estudo da perfusão

miocárdica, ou seja, o significado funcional de lesão coronariana, a extensão de

miocárdio sob risco e sua viabilidade 1.

Tá1i0-201 (201Tl) foi, por muitos anos, o radiotraçador de escolha pª

ra a avaliação da perfusão miocárdica, fornecendo a base para a validação das iffiª

gens planares, tomográficas através do SPECT - "Single Photon Emission Comp!!

ted Tomography" e polares representadas por mapas bi-dimensionais da distribui­

ção relativa do radiotraçador pelo miocárdio, todas utilizadas na avaliação da car­

diopatia isquêmica 2. Entretanto, corno suas características físicas deixam a dese­

jar (meia-vida física de 73 horas e fótons com energia de 69 a 83 KeV*), pernla­

neceu o interesse em desenvolver radiofárnlaco com propriedades mais favorá-

velS.

Recentemente, foram desenvolvidos complexos monocatiônicos do

Tecnécio-99m (99mTc) com grupos isonitrilas capazes de substituir o 201Tl conl

vantagem devido às características físicas quase ideais do 99mTc 3. Dentre as isoni­

trilas estudadas, a hexakis-2-metoxi-2-isobutil isonitrila apresenta as característi­

cas de biodistribuição mais adequadas 4, recebendo o nonle genérico de sestamibi.

* KeV- quilo elétron-volts =energia adquirida por um elétron acelerado através de diferença 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

ção entre a capacidade diagnóstica do 99mTc-sestamibi e do 201Tl, torna-se neces~

fio o estudo da cinética intracelular e das aplicações clínicas peculiares ao 99mTc­

sestamibi. O presente estudo objetiva a abordagelu destes aspectos através da aná­

lise da distribuição subcelular do 99mTc-sestamibi (J9mTc-MIBI) em coração de l1!

to isolado e perfundido e da sua utilização na avaliação da reperfusão miocárdica

pós-angioplastia coronariana em humanos.
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2.1---PRINCÍPIOS GERAIS DA CINÉTICA DE RADIOTRAÇA­

DORES NO ESTUDO DA PERFUSÃO MIOCÁRDICA

Em Medicina Nuclear, a aplicação dos princípios da cinética de

traçadores marcados por elementos radioativos baseia-se em nl0delos comparti­

mentais, sendo um compartimento definido como o volume ou espaço dentro do

qual o traçador distribui-se rápida e uniformemente. O número, inteo'elaciona­

nlento, organização e definição de compartimentos em determinado modelo com­

partimental é desenvolvido a partir do conhecimento de princípios fisiológicos e

bioquímicos 8,9.

A compartimentalização miocárdica pode ser caracterizada a­

través de um agregado de unidades capilar-nliócito dispostas em paralelo, onde cª

da unidade apresenta convexão-difusão do traçador, o qual é axialmente distribuÍ­

do em 3 regiões (capilar, líquido intersticial e miócito) e atravessa duas barreiras

(o endolélio capilar e o sarcolema)1 0. Para a presente revisão, deve-se acrescentar

o compartimento subcelular do nliócito cardíaco, o espaço intralnitocondrial, e

sua barreira, a membrana mitocondrial interna, aumentando a rota de distribui­

ção axial do traçador.

Os processos através dos quais os substratos ou os traçadores ª
tingem °sítio-alvo incluem a convexão, a permeação entre ou através das células

endoteliais, a difusão através do interstício, ° transporte através do sarcolema (ati

vo, passivo ou mediado por carreador), a reação química (metabolização) e a sua
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retenção (resíduo). Os radiotraçadores utilizados para avaliação da perfusão mio­

cárdica obedecem a esta seqüência com extração proporcional ao fluxo sangüí­

neo regional e retenção estável por tempo suficiente para que sejam adquiridas as

imagens diagnósticas (tempo de residência). Não devem, porénl, sofrer ação me­

tabólica intracelular (reação química) que altere a relação de dominância do efei­

to do fluxo sangüíneo, ou seja, convexão, tempo de residência intracelular e saída

do compartimento intracelular ("washout")10. A redução da convexão e do "wash­

out" de metabólitos intracelulares é inerente ao evento isquêmico do luiocárdio.

O miocárdio é ricamente suprido por rede capilar que funcio­

na como região de troca entre a corrente sangüínea e o interstício após a conve­

xão·ou entrega dos radiotraçadores ao órgão-alvo. Os capilares nliocárdicos pos­

suem diâmetro médio de 5 11 estando separados, uns dos outros, por distância de

17 a 20 11, sendo seu volume correspondente a 3,3% ou 0,035 mllg do miocárdio.

Há aproximadamente um capilar por miócito cardíaco. Fatores vasculares impor­

tantes a serem considerados durante a fase de convexão do radiotraçador incluem

sua via de transporte (hemácia ou plasma - em vasos < 300 11 de diâmetro a veloci

dade das hemácias é 1,5 vezes a do plaslua) e a dispersão do radiotraçador (força

e velocidade da injeção endovenosa, diferença de fluxo laminar intravascular, flu­

tuàção do fluxo conforme o ciclo cardíaco e variação regional de fluxo em cora­

ções normais)l! .

Além destas características anatômicas da microcirculação e da

convexão dos radiotraçadores, para estudar-se a extração e retenção destes com­

postos é necessário conhecer suas propriedades fisio-quinlicas cOlno sua dinlensão
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e fofIna molecular, seu grau de ionização e solubilidade lipídica 12.13. O transpor­

te de substratos, íons ou honnônios através da parede capilar do nliocárdio pode

ocorrer pelos seguintes processos: passagem de moléculas menores que a albumi­

na por fendas aquosas de 10 ntn de largura entre as células endoteliais com pm

gressiva obstaculização conforme a configuração lnolecular; para substâncias li­

possolúveis, dissolução e difusão através das faces lunlinal c abluminal da InCln­

brana celular das células endoteliais; transporte ativo ou facilitado mediados por

carreadores e sujeito à saturação em altas concentrações de substrato, inibição por

bloqueadores ou competidores e contra-transporte; difusão passiva lateral na inti­

midade da membrana das células endoteliais 11.

Ao estabelecer-se um modelo CaIU unidades capilar-miócito di~

postas em paralelo, deve-se considerar a difusão radial (do capilar para o interstí­

cio) e axial (transmembrana) em cada unidade. A difusão radial do capilar para o

miócito é extremamente rápida e pode ser desconsiderada unla vez que a distância

a ser percorrida pejo traçador é < 10 IJ COIU tempo de difusão de aproximadamen

te 10 fiS. Já, gradientes axiais a partir do líquido intersticial podem ser avantaja­

dos chegando o tempo de difusão axial a 1000 segundos, devendo, portanto, se­

renl determinados na formulação de modelos compartimentais 11.

Quanto ao transporte através do sarcolema, as únicas opções in

cluem o transporte passivo por dissolução através da membrana ou via mecanis­

mos de transporte especializados. Para íons, a condutividade através de canais de­

pende do gradiente de voltagem transmembrana e da periodicidade das alterações

de voltagem. O transporte de íons xenobióticos como o rubídio e o tálio é feito a­

través dos canais de sódio e potássio. A concentração intracelular de sódio é man-
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tida através da bomba de sódio (sódio potássio ATPase) 11,13.

A retenção intracelular do radiotraçador é fundamental para

sua detecção e conseqüente estimativa do processo fisiológico a ser estudado. A

transitoriedade da retenção do traçador está diretanlente relacionada às suas cara~

terísticas fisio-químicas, podendo sofrer alteração conformacional (reação quími­

ca) ou permanecer inalterado com maior ou Inenor tempo de residência intracelu­

lar (gradiente eletronegativo de membranas ou dependente de carreadores) 11-14.

Se as reações intracelulares de transformação ou sequestro ocorrem com a mesma

velocidade que o transporte através da membrana celular haverá igual oportunidf!

de de reação intracelular ou de saída da célula 11.

Con1 o progresso alcançado através do donlínio da tecnologia

para obtenção de imagens tomográficas t a técnica de "convexão/detecção do resí­

duo'} para estimativa da perfusão através de traçadores pode ser extendida a dimi­

nutas áreas em diferentes compartimentos, que podem ser "abertos" ou "fecha­

dos" em relação à depuração do traçador. Mais comumente, os compartimentos

são abertos, como é o caso dos radiotraçadores com distribuição e intercâmbio en

tre sangue e tecido. Deve-se salientar que as técnicas de detecção do resíduo ou do

efluxo forneceln a Rnesma infonnação de fanna diversa, ou seja, o conteúdo resi­

dual do traçador é a quantidade que entra no órgão-alvo Inenos aquela que sai a­

través do efluxo. A vantagem potencial das imagens tOInográficas de alta resolu­

ção é a de permitir a análise do resíduo em função do tempo para pequenas re­

giões do miocárdio 11.

O embasamento teórico para a determinação da perfusão 11110­

cárdica é simples e foi estabelecido por Sapirstein 9 em 1956, ou seja, se determi-
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nado traçador é injetado por via endovenosa, sua difusão inicial para os tecidos

será proporcional à distribuição do débito cardíaco para aqueles tecidos. O protQ

tipo de tal traçador é o potássio (K+) que por algum tempo após sua aplicação en­

dovenosa, distribui-se proporcionalmente ao fluxo sangüíneo regional do miocá[

dio. Entretanto, à medida que o tempo passa, ocorre redistribuição deste K+ intrª

celular injetado, atingindo-se o equilíbrio CaIU o potássio nativo.

Várias etapas sucedenl-se até que deternlinado traçador atinja

o cOlnpartimento alvo e aí seja tenlporariamente retido. São necessários, o aporte

ao capilar através do fluxo sangüíneo, a sua extração para o tecido através da pa~

de do capilar e a sua incorporação a determinado processo bioquímico. O aporte

é feito através do fluxo sangüíneo (ml/min) ou perfusão (Inllmin!g), enquanto sua

extração pode ser "líquida" (diferença entre a entrada e a saída do traçador em e~

tado de equilíbrio - steady state ) ou "unidirecional" (refere-se à extração da cor­

rente sangüínea para o tecido, excluindo a quantidade de traçador transferida do

tecido para o sangue). A extração unidirecional pode ser medida pela observação

da "taxa de captação" do traçador pelo tecido ou órgão, imediatemente após sua

administração endovenosa. A extração dos radiotraçadores ocorre através da par~

de dos capilares e sua fração de extração depende da área de supetfície da rede cª

pilar, da penneabilidade capilar de determinado traçador e de seu aporte dado pe­

lo fluxo sangüíneo. O "coeficiente de extração" de determinado radiotraçador é

dadO pela relação entre o produto da superfície (S) x permeabilidade capilar (P) e

o fluxo sangüíneo através do capilar (F). A extração tissular de determinado tra­

çador aUlnenta quando ocorre um aUlnento do produto SP (mllmin) ou quando há

retardo de F através do capilar. Em detenninada área tissular como o luiocárdio,
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para determinado valor do produto SP, quanto mais rápido o fluxo sangüíneo

menor a chance de extração do radiotraçador 8.

F,

o termo "captação" é muitas vezes utilizado de fornla impreci-

sa podendo significar o conteúdo de traçador (captação líquida ou net uptake) ou

o ritmo de transporte do mesmo (taxa de captação ou uptake rale) em determina­

do compartimento ou tecido. Para fins da presente revisão, o termo captação será

qualificado corno "taxa de captação", definida como a variação do conteúdo de ra­

diotraçador na unidade de tempo (rng/min) e, como "captação" quando houver re­

ferência ao acúmulo do radiotraçador em determinado tecido ou órgão(mg/ml)15.

Após atingir a concentração de "equilíbrio" (aqui significando

que· a concentração do radiotraçador nos cOlnpartimentos atingiu valor constante

em função do tempo), a concentração sangüínea será diferente da tissular, sendo

que-a razão das concentrações tecido/sangue, em equilíbrio, é caracterizada pelo

"coeficiente de partição" (À). Para modelos compartimentais que avalianl fluxo

sangüíneo e perfusão, este coeficiente pode ser expresso como o "volume de distti

buição" do radiotraçador por unidade de massa do tecido em questão. O volume

de distribuição para deternlinado radiotraçador é dado pela relação entre a ativi­

dade injetada (em rnei* ou MBq**) e a concentração do radiotraçador em determi

nado compartimento (em mei/rol ou MBq/rnl) 8.

A maioria dos modelos compartimentais utilizados em Medici..

na Nuclear estão baseados na pressuposição de que a cinética dos traçadores é }i-

near (farmacocinética de p. ordem), ou seja, ao dobrar-se a concentração dobra a

eliminação do sistema. Esta passagem de substâncias através dos compartinlentos

* mei - 111000 do Ci (Curie), unidade básica de radioatividade definida como 3,7 xl0J2 desintegraç(lCS por segundo.

** MBq - unidade SI de radioatividade equivalente a 10 6 desintegrações por segundo (1 meí = 37 MBq).
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é referida como "fluxo"/unidade de volume ou massa de tecido (moles/min!mI ou

rng/nlinlg), sendo que a relação entre a concentração e o fluxo do radiotraçador

entre os dois compartimentos é descrita pela constante de transferência "k", cuja

unidade é tempo-l. Em farmacocinética de 1ª ordem, a constante k representa a ta­

xa de transporte de uma substância a partir de Uln compartimento por unidade de

tempo (função exponencial análoga à constante de decaimento do radioisótopo),

sendo que l/k corresponde ao "tempo de trânsito médio" da substância neste com­

partimento (análogo à meia-vida do radioisótopo) 8.

Grande parte das informações básicas para o desenvolvimento

dos estudos por imagem com radiotraçadores foi obtida através da técnica de di­

luição de múltiplos indicadores injetados sinlultanealnente em animais com cora­

çãointegro. Sua utilidade encontra-se na facilidade de comparação entre radiotra­

çadores com diferentes taxas de penetração na parede capilar ou no sarcolen1a,

pressupondo-se que o transpol1e do traçador seja mais complexo que o do con­

trole (albumina - pressuposto de que esta não deixe o espaço vascular). Os traça­

dores da perfusão miocárdica utilizados em Medicina Nuclear são substâncias "di

fusão-limitadas", ou seja, à medida que aumenta o fluxo sangüíneo regional atin­

ge-se o limiar da capacidade de difusão. A permeabilidade destes traçadores pode

ser estimada a partir das curvas de diluição normalizadas, desde que sejam conhe­

cidos os seguintes valores: a velocidade do fluxo plasmático (F); o tempo de co­

leta da amostra (t); a radioatividade de cada alnostra (Ct); ea dose injetada de ca­

da radiotraçador (qJ. Conhecidos estes parâmetros, a análise da curva de diluição

fornece os seguintes dados 12:

- fração do traçador que emerge do coração por segundo h (t), que é dada
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por: h (t) = Fs x Ct / CIo

- fração de extração instantânea E (t), ou seja a diferença entre as curvas de

transporte da albumina e do traçador, que é dada por:

E (t) = 1 - hoCt) / hRCt)

onde: D =fração difundível do traçador

R = fração do controle

- fração de extração média E MAX, ou seja, o valor máximo no pico da cur­

va E (t).

- o produto "permeabilidade x área de superfície" capilar, é calculado a

partir de E MAX' quando o traçador estâ disperso no afluxo arterial e sua saída do

compartimento extravascular para o intravascular é negligenciável:

PSCAP =-Fs x 10~(1 - EMAX)

- extração miocárdica líquida do traçador E NET que é dada pela integral da

extração do traçador no período de telnpo em que 99,99% da albumina (controle)

deixa o sistema pelo efluente venoso. Este tempo varia de 1,5 a 6 Iuinutos, depen­

dendo da velocidade de fiuxo sangüíneo.

- quando todo o traçador controle deixa o sistema, o valor final de E NET

do traçador em estudo é igual à função residual R (t).

Além da técnica de múltiplos indicadores avaliados em coração

íntegro, outros métodos que permitem a avaliação do transporte tissular e celular

de traçadores inclui eritrócitos isolados, células miocárdicas fetais, neonatais ou

adultas, fatias isoladas de miocârdio e coração isolado e perfundido (preparação

de Langendorff 13 - coração é perfundido retrogradamente através da aorta, sob

pressão ou fluxo constantes, permitindo controlar independentemente diversos pa-
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râmetros fisiológicos como fluxo, trabalho, disponibilidade de substrato, aporte

de drogas e recirculação) e em cultura de células miocárdicas 15 que são utilizadas

na tentativa de caracterizar o transporte iônico intercompartimental, a atividade

elétrica, a contratilidade, o metabolismo e a morfologia durante estado de equilí­

brio fisiológico e após lesões reversíveis/irreversíveis, sem a complexidade de

múltiplos compartimentos dispostos axialmente ou trauma da dissecção. Ambas

possuem vantagens e desvantagens, mas a soma dos dados fornecidos tem sido ú­

til, demonstrando acurácia e valor preditivo para o entendimento da cinética dos

diversos traçadores (propriedades relacionadas ou independentes do fluxo sangüí-

neo).

Através dos estudos da cinética intercompartimental dos radio­

traçadores em cultura de miócitos cardíacos de embrião de galinha14, o afluxo uni

direcional (J) entre os compartimentos extra (e) e intracelular (i) pode ser estima­

do pela taxa de captação inicial, sendo descrito como:

J. :::: 1..... xC·
l-e .R.j-e 1

onde: k == constante de transporte

C :::: concentração do radiotraçador

Em estado de equilíbrio:

Je - i :::: Ji -e == J

O acúmulo líqui~o em conlpartimento intracelular em função

do tempo é expresso como radioatividade intracelular:

de· I dt :::: J x e- kiet
1

- se t tende a zero, a medida inicial da taxa
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de captação fornece estimativa do afluxo do traçador, sendo que, na prática, se es­

ta medida for obtida em intervalo < 1/6 da meia-vida da troca intercompartimen­

talo erro é < 10% (concentração extracelular deve ser mantida alta em prepara­

ções de células em cultura ou em órgão inteiro submetido a taxas de fluxo cons­

tantes não fisiológicas e muito altas). Como o tamanho dos compartimentos, a ta­

xa de transporte e a concentração do traçador podem variar, é importante o enten

dim'ento de sua cinética completa dos traçadores não dependentes do fluxo sangüí­

neo como os utilizados clínicamente no estudo da perfusão miocárdica.

Como estes radiotraçadores são cátions, sua distribuição intra-

celular pode ser dependente dos potenciais de membrana, sendo que a razão entre

o conteúdo extracelular e intramitocondrial (a favor de gradiente eletronegativo)

pode ser dada por urna variante da equação de Nernst 14:

emito I Ce == e ~ (Em + d ''i-''') F I RT

onde: F/RT== 26 mV a 37°C
emito= concentração mitocondrial

Ce= concentração extracelular
Em == potencial do sarcolema
Â"\{F =potencial da membrana mitocondrial in­

terna
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2.2--- O USO DE 99mTc-SESTAMIBI NA AVALIAÇÃO DA PERRJ

SÃO MIOCÁRDICA

2.2.1 - Histórico

A partir dos trabalhos de Davison 16, Abrams 17 e Jones 18, foi

possível sintetizar complexos estáveis de alquil isonitrila com 99mTc (I) metaestá­

vel em concentração de traçador (10-8a 10-9M), avaliar a biodistribuição destes

complexos em animais e estabelecer as correlações de estrutura molecular e fun­

ção, prognosticando seu uso potencial em estudos da perfusão do miocárdio e mar..

cação de células, plaquetas e lipossomos. Os grupos alquil utilizados foram metil,

propil, buti! terciário e metoxiisobutil, sendo que este último (99mTc metoxiisobu­

til isonitrila, 99mTc-MIBI, 99mTc-sestamibi) caracteriza-se pelas propriedades mais

adequadas para obtenção de imagens daperfusão miocárdica, ou seja, retenção h~

pática transitória com excreção biliar rápida e mínima retenção pulmonar4 ,19.

A análise química do 99mTc-MIBI demonstra tratar-se de com­

plexo catiônico monovalente com núcleo central de 99ml'c em estado de oxidação

(I) circundado de forma octaédrica por 6 ligantes coordenados por átomos de CaI.

bono isonitrila (Figura 1).

Em estudo multicêntrico de fases I e 11 4, foram determinadas

a segurança do 99mTc-MIBI para uso em humanos e iniciadas as comparações com

o 201Tálio, único agente perfusional de fóton único até então utilizado. Em 1990 o
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99mTc-MIBI foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) dos Estados

tInidos da América, passando a ser comercializado pela Du Pont Company CaIU

nome comercial de Cardiolite®. Desde então nlultiplicam-se os estudos que com­

param este agente ao 201Tálio e que procuram determinar sua biodistribuição, (Q

racterísticas diagnósticas e prognósticas 20.21.

2.2.2 - Química do 99mTecnécio e de 99mTc-sestamibi

Quase 80% dos traçadores utilizados em Medicina Nuclear são

liga.dos ao 99mTc devido à características físicas extremamente favoráveis que in­

cluem: a meia-vida física de 6,02 horas; a desprezível emissão de elétrons propi­

ciando o uso de doses em nível de mei seUl irradiação significativa do paciente;

fótons monocromáticos de 140 KeV que pennitem maior resolução espacial; e a

sua disponibilidade através da produção a partir de gerador de 99Mo (Molibdênio­

99) em solução estéril e apirogênica 3.

Tecnécio, do grego "artificial", é um dos membros do 72 sub­

grupo de elementos da tabela periódica descoberto eln 1937, sendo um metal de

cor cinza, com número atômico 43, ponto de derretimento aos 2160 0C e cristali­

zação com padrão muito próximo à disposição hexagonal. Provém do 99Mo, o

qual é produzido a partir da fissão de óxido de Urânio-235 enriquecido. Em seu

estado meta-estável, o 99mTc decai por transição isomérica ao estado pseudo-está­

vel, 99Tc que, por sua vez, decai ao estado estável com meia-vida de 210 mil anos,

transformando-se em Rutênio-99 (99Ru). A configuração eletrônica do átomo ney

trodo tecnécio no estado basal é descrita como Is22s:?2p63s23p64sAp64dósl, sendo
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que a perda de um número fixo de elétrons dos suborbitais s, d ou de suborbitais

hibridizados resulta em diferentes estados de oxidação, por exemplo, a perda de

UIU elétron de órbita 5s leva ao estado (I) de oxidação, menos estável, que estabili

R-N-C ~

C
I

R = y-OCH 3
C

C-N-R

Figura 1: Estrutura geral do complexo Tc-99m (I) hexakis (2-metoxiisobu­
til isonitrila) enfatizando sua confi,guração octaédrica.

za-se ao formar complexos catiônicos conlO, por exemplo, com isonitrilas 19.

o 99mTc é obtido a partir de um gerador de 99Mo através da e­

luição com solução fisiológica e produção da solução de íon pertecnetato, um â­

nion de carga única e átomos de oxigênio em extremidade do tetraedro (99mTc04-)

com volume molecular de 4 x 1(}23 cm3, ligado a átomo de sódio (99mTcNaTc04-)

e estado de oxidação 7+. A maior parte da infonnação existente sobre a química

do 99mTc (sem carreador ou complexo e em baixa concentração - -- 109M) foi oQ

tida a partir do 99Tc (com carreador ou complexos e em maiores concentrações­

1(}4 a 1(}5 M) utilizando-se técnicas analíticas como polarografia, espectroscopia

de massa, cristalografia com raios-x, cromatografia, etc 3.
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A fonnação de cOlnplexos com as isonitrilas é possível através

da redução do estado de oxidação de 7+ (VII) para 1+ (I) através da adição de clQ

reto estanoso (SnCh 2H20), agente redutor em meio ácido. O 99mTcNaTc04- é adi

cionado a "kit" contendo tetrafluoroborato de tetrakis (2-MIBI) na forma de sal

de cobre (I) sendo a solução fervida por 10 minutos. O pH do produto reconstitul

do é de 5,5 e a eficiência de "marcação" > 90%. Após a reconstituição o 99mTc­

MIBi pode ser utilizado por 6 horas 3.

2.2.3 - Transporte miocárdico

A partir de modelos experimentais em que as concentrações ex

tracelulares são similares às clinicamente relevantes (10- 10 M), verifica-se que tan

to a carga catiônica quanto a lipofilicidade e a estrutura ramificada dos radicais ai

quila são necessárias para caracterizar as propriedades biológicas dos complexos

de 99mTc-isonitrilas 23. Tais compostos lipofílicos sofrem partição através das

membranas biológicas e sua carga positiva distribuída através da molécula permi­

te que haja deslocamento passivo através da membrana em proporção ao poten­

cial transmembrana. Como a célula miocárdica é rica em mitocôndrias (alto poten

cial eletronegativo da membrana mitocondrial interna - li. 1"= - 150 a - 200 mV)

há concentração adicional no compartimento intramitocondrial eln relação ao citº

sol, após transporte através do sarcolema (potencial eletronegativo - Em= - 80 a

- 90 mV)15. A influência do Em sobre a captação de 99mTc-sestamibi pode ser sem

rada da influência do A'f através da despolarização quase completa do sarcolema

pelo aumento da concentração extracelular de potássio e da adição do ionóforo de PQ
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tássio - valinomicina. A captação líquida de 99mTc-sestamibi em 60 mino cai 83,5%

quando do uso de solução tampão COIU alta concentração de potássio e 96% quan­

do adicionada a valinomicina, sendo que a captação deste traçador pode ser rever­

tida: pela exposição a este tampão. O efeito da valinomicina isola, provavelmente,

o efeito da despolarização da membrana mitocondrial. Após uso de tampão com

alta concentração de potássio e valinomicina, verifica-se que a taxa de captação de

99mTc-sestamibi entre o espaço intra e extracelular é 0,9 + 0,2 (média + erro pa­

drão), valor este próximo da unidade, o que sugere a ausência de mecanismo de

captação que seja independente do potencial do sarcolema 14.15.

Ao avaliar-se a captação líquida de 99mTc-sestanlibi em diferfll

tes células, verifica-se que a célula miocárdica de embrião de galinha e de ratos

possuem captação maior que fibroblastos e células endoteliais devido, provavel­

mente, ao seu maior potencial de menlbrana celular e mitocondrial, assim como

ao maior volume mitocondrial, fatos que contribuem em parte para a aparente es­

pecificidade de captação miocárdica deste agente no cenário clínico 15,24.

Já o efeito da energética mitocondrial sobre o acúmulo e reten­

ção de 99mTc-sestamibi é avaliado através de inibidores de transporte e ionóforos

(Figura 2). A despolarização da célula miocárdica impede a captação ou provoca

a saída de 99mTc-sestamibi, enquanto a hiperpolarização de membranas aumenta

significativamente sua retenção intracelular. Carbonil cianida n1-clorofenilhidra­

zona (CCCP) ou o 2,4 dinitrofenol são compostos que rapidamente desacoplam a

mitocôndria através da despolarização de sua membrana interna, levando à imediª

ta liberação do conteúdo intramitocondrial de 99mTc-sestamibi, assim como à iniQi

ção de sua captação celular. A determinação simultânea do conteúdo celular de
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ATP demonstra que a liberação de 99mTc-sestanlibi intracelular independe do me­

tabolismo de fosfatos de alta energia. Também o uso de solução tampão com alta

concentração de potássio induz à queda da captação deste radiotraçador devido à

despolarização do sarcolema e, para as células miocárdicas despolarizadas desta

forula, a adição de valinomicina provoca diminuição ainda mais acentuada de sua

captação devido à despolarização seqüencial da membrana interna da mitocôndria

(ver acima) 14,15.

··amiloridy
H+ .....l..-.

Na+

matriz

treU1Sporte
elétrons

interna
membrana
externa

K+

mitocôndria

.....Lfotenona

Tc-99m MIBI

Em::::: - 83 mV

Tc-99m MIBI

CCCPou
DNP

Figura 2. llustração esquemática das membranas plasmática e mitocondrial da célula mio­
cárdica demonstrando o local de ação de ionóforos e inibidores utilizados na ava­
liação do acúmulo potencial-dependente de Tc-99rn MIBI. CCCP, carbonil ciani­
da m-clorofenilhidrazona; DPN, 2,4-dinitrofenol (Referência 14).
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O uso de rotenona ou azida, inibidores específicos do sítio I e

III do transporte mitocondrial de elétrons, respectivamente, não deve provocar cº

lapso imediato de Li"f, não apresentando efeito sobre a retenção de 99mTc-sestami­

bi. Já a nigericina, ionóforo que media a troca eletroneutra de K+ / H+, provoca o

colapso de Li1", produzindo hiperpolarização deste últirno, levando a aumento mo­

derado da retenção intramitocondrial deste traçador. Quando adicionada à nigerici

na, a ouabaína -inibidor específico da Na+ / K+ ATPase do sarcolema- reduz a cap­

tação de 99mTc-sestamibi, sugerin~o que a ação da nigericina pode tambélTI ser~

diada pela interação direta ou indireta da bomba eletrogênica de Na+. A ouabaína,

quando isolada, causa mínimo efeito sobre a captação imediata de 99mTc-sestami­

bi, porém provoca um aumento do seu acúmulo tardio. Este efeito também ocor­

re quando verapamil (bloqueador dos canais de Ca++) é adicionado à solução tam­

pão, sugerindo que estes bloqueadores do transporte de cátions aumentariam o

compartimento celular ou diminuiriam o efluxo celular deste traçador, refletindo

uma hiperpolarização secundária da membrana mitocondrial interna ou uma con­

tribuição do potencial do sarcolema (por exemplo, alteração da permeabilidade

do K+ dependente do Ca++) 14,15,24,25.

Já, com o objetivo de deternlinar-se a influência da perda de

K+(queda do potencial do sarcolema) ou do aumento do ganho nlitocondrial de

Ca++ sobre o controle da captação celular líquida de 99mTc-sestamibi, adicionou­

se amilorida à solução tampão com nigericina. A amiloridaé inibidora da troca

de Na+ / H+ e, em conjunto com a nigericina, provocou UIll pequeno aunlento da

captação líquida deste traçadOf, dinlinuiu 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 há 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 captação celular líquida de 99m'Tc-sestami­

bi deve ter refletido o efeito da hiperpolarização da membrana mitocondrial inter.

na desde que a bomba de Na+ esteja funcionante. Quando há inibição da bomba de

Na+ pela ouabaína, na vigência do efeito da nigericina ou nigericina + amilorida,

há inibição quase completa do acúmulo do radiotraçador, enquanto, nestas mes=

mas condições, a ausência de Ca++ provocou somente uma reversão parcial desta

inibição. Tal fato sugere que a falta de acúmulo de 99mTc-sestamibi deveu-se prin­

cipalmente à depleção de K+ intracelular (efeito da nigericina) que resultou na de§

polarização do sarcolelna quando comparado ao efeito da carga luitocondrial de

Ca++(Tabela 1) 14.15.

Tabela 1 • Efeito da nigericina, amilorida e ouabaína sobre o sódio e potássio intracelular e
sobre a captação líquida de 99mTc-MIBI em culturas de células miocárdicas de
embrião de galinha.

Tampão Na'" Captação de Tc-MIBf ..

HEPES-MEBSS 180,9 1.43,3 890,7 1. 36,7 194,6 ± 13,3

+ ni.gericina 423,8 ±SO.l 534,5 1. 31 .8 306,8 1.45,3

+ nigericina + amilorida 390,1 1. 17,2 493,4 1. 9,3 338,3 1.26,6

+ nigencina + ouabaína 715,5 ±.16,8 46,0 :t 2,2 29,5 1. 3,8

+ nigericina + amilorida + ouabaína 859,2 1.4',5 52,5 ± 10,6 60,6 ± 5,0

+ amilorida 101,6 1.21,2 783,4 :t26,4 154,1 ± 10,3

+ amilorida + ouabaína 416,8 1. 31,4 416,9 :t. 10,8 245,4 :t.12,9

+ ouabafna 473,9 1.21,2 405,2 :t. 12,8 302,1 :t.16,4

Valores correspondem à média 1. erro padrão de quatro determinações.
.. nmol/mg proteína
** finollmg proteína x nM
MEBBS • modificação da solução salina balanceada de Earle.
HEPES - ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfônico
Adaptação da Tabela 2 em Piwnica-Worms D, Kronauge JF, Chiu ML Circulation 1990;82:1826-38 15.
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Além da avaliação do transporte do 99rnTc-sestamibi em célu­

las miocárdicas em cultura, o estudo da inibição metabólica destas mesmas células

através da sua exposição prolongada ao iodoacetato (inibidor da glicólise) demon§

tra que, embora haja depleção quase completa do ATP celular, a polarização dos

potenciais do sarcolema e nlembrana mitocondrial interna persistem por uma ho­

ra acompanhados da manutenção das taxas de captação em um minuto deste traça­

dor 25. Estes achados estão de acordo com dados microanalíticos e estruturais do

modelo utilizado, assim como com os achados de estudos de lesões mitocondriais

tardias induzidas por anóxia 26,27. Em estudo recente 28, os dados acima foram

confirmados a partir da inibição simultânea da fosforilação oxidativa e da glicº

lise através da rotenona e do iodoacetato, respectivamente. Tal intervenção prody

ziu queda rápida do conteúdo celular de ATP, porém sem lesão celular, o que foi

c0111provado pela quantificação da liberação de desidrogenase lática (enzima libe­

rada tardiamente durante evento isquêmico - > 60 lninutos) que é precedida de al­

terações do conteúdo iônico e da ultraestrutura celular. A taxa de captação inicial

de 99mTc-sestamibi aumentou de 10,6 + 0,8 frnol/mg proteína/nMopara 15,0 + 0,6

frnol/mg proteína/nMo durante os 10 primeiros minutos, permanecendo elevada

até 60 minutos (hiperpolarização das membranas do sarcolema e mitocondrial po§

sivelmente relacionada à abertura de canais de K+ativados pelo ácido aracdônico

e sensíveis ao ATP). Já 0201Tálio, com mecanismo de captação celular dependente

da bomba de Na+/K+ATPase (inibida pela depleção de ATP), apresentou queda da

taxa de captação neste mesmo período, indicando que possui cinética diversa do

99mTc-sestamibi durante este período inicial àa lesão isquêrnica miocelular. O au­

mento da concentração intracelular de 99mTc-sestamibi durante depleção do ATP
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não foi alterado pela presença de ouabaína (bomba de Na+ não interfere), enquan­

to a despolarização do sarcolema (solução tampão conl alta concentração de potás­

sio) reduziu em 93% a captação deste traçador durante depleção de ATP. Já a adi­

ção do desacoplador mitocondrial CCCP não alterou as taxas de captação inicial

de 99mTc-sestamibi durante a depleção de ATP, indicando que, nesta situação, o í!!

nlento da taxa de captação deste traçador é um processo que reflete primariamen­

te a média do potencial do sarcolema. POltanto, ao contrário do que acontece

quando da despolarização de ô 1" em condições normais (rápido efluxo celular de

99mTc-sestamibi), durante inibição metabólica o potencial da membrana nlitocon­

drial interna não tem efeito significativo sobre a retenção deste traçador (despola­

rização precoce de !l"f mediada, provavelmente, pela abertura de canais de ........,I'\''-'\-..7....IV

ATP-sensíveis e não pela entrada de Ca+-+ para a mitocondria). Os dados aCIma

descritos caracterizam o transporte de 99mTc- sestamibi em miócitos isolados em

cultura, para os quais a complexidade compartimental extracelular é eliminada e

condições de equilíbrio podem ser atingidas 15, devendo-se ter cuidado na extra­

polação para a lesão isquêmica "in vivo". Para a análise mais completa da cinéti­

cadeste traçador é necessária a confirmação destes dados em modelos que In­

cluam os diversos compartimentos de distribuição miocárdica em órgãos intactos

e isolados 12,29,30.

Verifica-se através da análise estimativa de curvas de diluição

de indicadores em modelos compartimentais para corações de animais isolados e

perfundidos 12 que a h(t.) do 99mTc-sestamibi, ou seja, a curva representativa da

fração do traçador que emerge do coração/seg" está mais próxima da curva da al­

bumina (curva de referência) quando comparada à do 201TI, porém com sua por-
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ção terminal abaixo da curva deste ÚltilllO. Isto significa que a extração miocárdi­

ca de 99mTc-sestamibi é menor que a do 201TI e que a sua retenção celular é nlai­

oro Já a fração de extração instantânea do 99mTc-sestamibi E (t), ou seja , a diferen

ça entre as curvas de transporte da albumina e do traçador em questão, é mais len

ta que a do 201TI, sugerindo um mecanismo de extração diverso e mais lento para

o priIneiro. A curva de retenção R (t) dos traçadores demonstra que há uma mai­

or retenção inicial do 201Tl, sendo que esta disparidade desaparece em 2 a 3 minu­

tos.

A extração máxima (EMAX) de 99mTc-sestamibi está linear e in­

versamente relacionada com o fluxo sangüíneo miocárdico, enquanto sua permea­

bilidade capilar (PScap) apresenta relação linear positiva com ° fluxo sangüíneo,

sendo discretamente positiva (permeabilidade maior com o aunlento do fluxo co­

ronariano) porque o aumento do fluxo é proporcionalmente maior do que a que­

da na extração do traçador. Para fluxos> 1,5 a 2,0 InUmin/g de miocárdio há li­

mitação da difusão capilar deste traçador devido, provavelmente, à diminuição da

EMAX para fluxos mais elevados. O efeito primário do aunlento do fluxo sangüí­

neo coronariano ocorre sobre o "washout" lniocárdico dos traçadores, sendo este

relativamente modesto para o 99mTc-sestamibi em relação ao 201TI 12.

Aplicando-se os princípios acima descritos na análise dos efei­

tos da reperfusão coronariana sobre a extração e retenção miocárdica de 99mTc­

sestamibi e 201TI, verifica-se que durante reperfusão (isquemia "no-flow" induzi­

da por 30 a 60 minutos e "reflow" precoce - 5 a 10 minutos - ou tardio - 40 a 60

nlinutos) E MAX e PScap de 99mTc-sestamibi aumentam em 39% e 69%, respectiva­

nlente, e diminuem ern 14% e 68% para 201Tl. EUl estado basal, a extração líqui-
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da de 99mTc-sestamibi foi 33% menor que a do 201Tl, enquanto durante "reflow"

precoce foi 13% menor e durante "reflow" tardio foi 90% maior. Portanto, pare­

ce que o transporte de 99mTc-sestamibi é relativalnente Inaior durante a fase pre­

coce de reperfusão, sendo mais eficientemente transportado que o 201Tl. O efeito

dominante durante a reperfusão precoce parece ser a aceleração do "washout" do

20JTI em cornparação ao aumento da retenção liquida de 99mTc-sestamibi durante

esta fase. Isto significa que o estado metabólico do miocárdio exerce efeito maior

sobre a retenção do que sobre a extração de primeira passagem dos traçadores 12.

Durante a reperfusão, as estimativas de troca interstício-mióci­

to foram sempre Inais altas para °99mTc-sestamibi em relação ao 20 'TI, assim co­

mo o volume intramiócito de distribuição foi maior para o primeiro (+ 28% para

o primeiro e - 50% para o segundo, em relação ao controle). Estes achados suge­

rem que estes dois traçadores possuem mecanismos diversos de transporte e que a

reperfusão tem efeito oposto sobre a troca tecido-capilar e sobre a retenção mio­

cárdica dos mesmos 12. Portanto, durante a fase precoce de reperfusão, a perfusão

miocárdica pode ser superestimada pelo 99mTc-sestamibi e subestimada pelo 201TL

Estes achados concordam com os obtidos com o modelo que utiliza cultura de cé­

lulas miocárdicas contráteis de embrião de galinha descritos acima"

2,,2,,4 - Farmacologia clínica

A principal via de excreção de 99mTc-sestamibi se faz através

do sistema hepatobiliar com a presença deste radiotraçador em intestino delgado

hora após sua aplicação endovenosa. Aproximadamente 27% da dose injeta-
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daé eliminada pela urina e 33% pelas fezes em 48 horas. A retenção miocárdica

deste traçador é de aproximadamente 1,2% da dose injetada em repouso e 1,5 %

quando injetada durante exercício ou vasodilatação com dipiridamol, enquanto a

captação pulnlonar de 99rnTc-sestamibi é negligenciáveI (razão coração í pulmão ==

2,4 tanto em repouso quanto durante exercício). O "clearance" da circulação san­

güínea ocorre de forma exponencial com o componente mais rápido apresentando

um t1l2 == 4,3 minutos em repouso e 1,6 minutos em exercicio 4 •22•

A meia-vida efetiva do 99mTc-sestamibi é de 3 horas para o co-

ração e 30 minutos para o fígado, tanto pós-exercício quanto em repouso, o

intestino grosso (transverso) o órgão com nlaior dose absorvida ("-' 4,6 rads 130

rnei ou --- 46,6 mGy 11.100 MBq), enquanto o coração é submetido à 0,57 rads,

ovários à 1,22 rads, testículos 0,29 rads, medula óssea 0,72 rads e o corpo inteiro

à 0,46 rads 130 mei.

2.2.5 - Aspectos técnicos

o projeto, a síntese e o uso clínico de radiofármacos devem bª

sear-se no conhecimento de seus mecanismos de captação e retenção celular. Inte[

venções farmacológicas, metabólicas e de alteração de fluxo sangüíneo podem ser

realizados em preparações experimentais com aplicação "in vivo" do radiotraça­

dor para posterior análise de curvas de diluição dos mesmos ou com retirada do

coração para preparo de cortes miocárdicos. Outra forma de investigação inclui a

retirada do coração e sua preparação em sistema que o luantenha nutrido e oxige­

nado como ocorre com a preparação de Langendorff. Estas técnicas de investiga-
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ção que, em seu conjunto utilizam órgãos em seu estado natural, são complexas na

medida em que para caracterizar o transporte transmembrana deve-se considerar

o retardo da difusão do traçador em estudo devido a espaços extracelulares conl­

plexos, o trauma de dissecção e homogeneização, °pequeno volume celular em r~

lação à área de superfície de trocas, à existência de heterogeneidade celular e à ai!

sência de condições de equilíbrio uniformes 12, 15. Portanto, a técnica utilizada e a

interpretação dos dados obtidos devem ser cuidadosas e, quando possível confir­

mados clinicamente ou em modelos experimentais em monocamadas de células em

cultura. A cultura de células miocárdicas representa um nlodelo que minimiza os

retardas de difusão extracelular fonlecendo informações acerca do transporte iô­

nico, da atividade elétrica, da contratilidade do miócito, do metabolismo, da mor­

fologia celular em estado de equilíbrio fisiológico e após lesões reversíveis e irre­

versíveis em condições de verdadeiro equilíbrio. Deve-se, entretanto, considerar

que, quando são utilizadas células como as miocárdicas de embrião de galinha, pº

de haver diferenças entre o metabolismo celular destas e de células adultas, assim

como desdiferenciação estrutural e funcional, diferenças das propriedades eletro­

fisiológicas a agentes cardioativos, toxinas e neurotransmissores autonômicos (au­

sência de inervação funciona!). Apesar destas questões, esta metodologia tem de­

monstrado eficácia e alto valor preditivo para a avaliação das propriedades de

transporte independente de fluxo sangüíneo de radiotraçadores que avaliam a per­

fusão miocárdica em condições de equilíbrio 15.

O resultado das investigações sobre a cinética miocárdica de rª

diotraçadores é baseada, até o presente mOlnento, em dados obtidos e confirmados

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

o intenso uso clínico destes radiotraçadores foi possível atra­

vés da interpretação e extrapolação dos dados obtidos pelos métodos experimen­

tais acima descritos. Entretanto, o teste funcional utilizado em humanos considera

fundaluentalmente, o aspecto do desequilíbrio do fluxo sangüíneo em diferentes

territórios vasculares miocárdicos para o diagnóstico e prognóstico da cardiopatia

isquêmica. Ultimamente, a grande utilidade do método cintilográfico gira em tor­

nodo estabelecimento da viabilidade do tecido miocárdico pós-reperfusão. Inde­

pendente do objetivo da avaliação da perfusão miocárdicacom radiotraçadores, o

fluxo coronariano pode ser aumentado acima dos níveis de repouso através de e­

xercício, da vasodilatação farmacológica e, em casos selecionados, do estímulo de

marca-passo atrial ou ventricular 31.

Em geral, o fluxo sangüíneo coronariano aumenta de 2 a 2,5

vezes em relação ao fluxo basal quando utilizada a estimulação cronotrópica com

marca-passo, enquanto o exercício máximo leva a aumentos de 2 a 3,9 vezes e va­

sodilatadores como o dipiridamol até 5 vêzes o fluxo basaL O aumento do fluxo é

acompanhado de queda proporcional da resistência vascular 31. Embora o marca­

passo possua lnenor capacidade de aumento do fluxo sangüíneo miocárdico, sua!!

tilização como indutor de taquicardia gradual e isquemia tem demonstrado alta

correlação entre algumas alterações hemodinâmicas induzidas (freqüência cardía­

ca e consumo de O2), a extensão e topografia do miocárdio hipoperfundido quan­

do comparados ao exercício 32-36. A sensibilidade e especificidade da cintilografia

miocárdica com201TI e estresse miocárdico com "pacing" atrial variaram de 82%

a 95% e de 80% a 100%, respectivamente. Já a sensibilidade e especificidade do
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eletrocardiograma e do surgimento de angina induzida pelo marca-passo vana­

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 utilização de 99mTc-sestamibi, a nlagnitude do defei

to perfusional miocárdico em qualquer dos segmentos do ventrículo esquerdo po­

de ser estabelecida através da razão entre a retenção do radiotraçador na área de

provável isquemia e a retenção em área supostamente normal do mesmo corte to­

mográfico (SPECT) - quantificação relativa. Se o percentual de retenção desta @

zão não se alterar entre o estudo com estresse miocárdico (exercício, vasodilata­

ção ou pacing) e o basal o defeito é considerado "fixo" (cicatriz miocárdica ou is­

quemia severa), enquanto se houver alteração desta razão entre o miocárdio com

déficit perfusional e aquele considerado normal no estudo basal, o defeito é "re­

versível" indicando isquemia regional indutível. Esta reversibilidade não ocorre

na isquemia crônica severa. Já quando houver cicatriz e tecido miocárdico isquê­

mico, defeito perfusional será designado de "parcialmente reversível". A padro­

nização das imagens quando da sua reconstrução e avaliação visual/quantitativa é

fundamental para a reprodutibilidade e acurácia do estudo cintilográfico da per­

fusão miocárdica. A quantificação absoluta da retenção miocárdica de 99mTc-ses­

tamibi é ainda técnicamente inviável devido à falta de método que permita a cor­

reção da atenuação edo espalhamento dos fótons provenientes do miocárdio e de

outras regiões vizinhas 37-41.

2.2.6 - Aplicações clínicas

O uso da cintilografia miocárdica perfusional com SPECT tem
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crescido significativamente nos últimos anos, à medida que fica melhor caracteri­

zado o seu real benefício na investigação da cardiopatia isquêmica. Sua utilização

no diagnóstico de coronariopatia traz maior benefício para pacientes com probabi

!idade intermediária de doença coronariana, para os quais, unl estudo normal da

perfusão luiocárdica COIU 99mTc-sestarnibi baixa o risco de coronariopatia para nÍ­

veis semelhantes aos da população em geral! ,42.

A acurácia de 99mTc-sestamibi parece discretamente superior à

do 201TI para a detecção de coronariopatia (sensibilidade 90% e 83%, especifici­

dade de 93% e 80% e taxa de normalidade* de 100% e 77%, respectivamente). Já,

para a detecção de coronariopatia em vasos individuais, a sensibilidade é de 83%

para o 99mTc-sestamibi e 70% para o 201Tl, enquanto a especificidade é de 77% e

75%, respectivamente 43.

A demonstração de isquemia miocárdica e de miocárdio viável

tem assumido importância cada vez maior com o surghnento de procedimentos in

tervencionistas como a angioplastia coronariana, a trombólise e a cirurgia de re­

vascularização. As características físicas e de biodistribuição do 99mTc-sestamibi,

principalmente o prolongado tempo de residência miocárdica, parecem ser favo­

ráveis nestas situações específicas, necessitanto, porém, de confirmação através de

estudos clinico-iaboratoriais. Estas características incluem a avaliação do fluxo

sangüíneo regional, a integridade da membrana celular e a atividade nletabólica,

informações estas complementares as fonlecidas pela avaliação da anatonlia

ou da função contráti1. O uso de 201Tl e da tomografia por ernissão de pósitrons

(PET) tem demonstrado acurácia semelhante na detecção de miocárdio viáveLEnl

bora aproximadamente 85 %das regiões miocárdica identificadas como viáveis
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por estes últirnos agentes possam beneficiar-se com a revascularização, é Hnpro­

vável que todos estes pacientes beneficiem-se clinicamente (melhora de desempe­

nho ventricular, da qualidade de vida e do prognóstico). Portanto, para a indica­

ção da cirurgia de revascularização, a identificação de miocárdio viável é um dos

fatores que devem ser levados enl conta. Outros fatores incluem o quadro clínico,

a anatonlia coronariana, a função residual do ventrículo esquerdo e a evidência de

isquelnia indutível 44•

Outra indicação do uso do estudo da perfusão miocárdica com

99mTc-sestamibi incluí a determinação da extensão do infarto agudo do miocárdio

e do miocárdio pefi-infarto sob risco em relação ao efeito do tratanlento de feper.

fusão com trolnbolíticos. Dados recentes referentes ao uso deste traçador confir­

l11anl e acrescentam novos conceitos como: a lilnitada capacidade do eletrocardio·­

gran1a (fase aguda) e da coronariografia em avaliar Iniocárdio sob risco (exceto

para localização do infarto); o estabelecimento do valor potencial da angioplastia

em pacientes não candidatos ao tratamento trombolítico; a presença de oclusão co­

ronariana aguda e significativa extensão de miocárdio sob risco em pacientes sem

elevação do segmento ST; a existência de significativa diferença entre a extensão

de miocárdio sob risco e as dimensões finais da área infartada elTI pacientes com

infartos dos segmentos anterior e inferior; a freqüente presença de miocárdio no­

cauteado ("stunning") e de hipercinesia cOlnpensatória que reduzenl o valor da a­

valiação da função ventricular quando da alta hospitalar como medida das dimen­

sões do infarto; e a ausência de utilidade do eletrocardiograma como rnedida das

dimensões do infarto 45.



3--- OBJETIVOS
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o presente trabalho objetivou:

- a investigação da distribuição subcelular e da integridª

de química do 99mTc-sestamibi em preparação de coração íntegro, testando em Im

11líferos, os modelos desenvolvidos em células miocárdicas de aves em cultura.

- avaliar a utilidade de 99mTc-sestamibi COIll SPECT na

determinação da redução da quantidade de miocárdio sob risco imediatamente a­

pós angioplastia coronariana transluminal percutânea em humanos.

Hipóteses Conceituais

- estudos laboratoriais utilizando célulasmiocárdicas de em­

brião de galinha sugerem que 99mTc MIBI é capaz de avaliar a viabilidade celular

através de seu "seqüestro" intra-mitocondrial, processo este dependente de ener­

gia gerada por significativo potencial eletronegativo presente no sarcolema e na

membrana interna rnitocondrial. Entretanto, estudos que utilizam preparações

com coração de mamífero íntegro perfundido e técnica de fracionamento celular,

sugerem que este radiofármaco possui aparente localização cÍtosólica. Objetivan­

do avaliar a discrepância entre estes achados, utilizou-se método idêntico ao pro­

posto, para a preparação e fracionamento celular de órgão íntegro, porém, o con­

teúdo de 99mTc MIBI de cada fração subcelular foi correlacionado a marcadores e

substratos mitocondriais. A utilização da centrifugação como método de fraciona­

Inento celular deve provocar o extravasamento doconteúdomitocondrial e a "CO!!

taminação" de outros compartimentos intracelulares.
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- as características físicas e fisiológicas do 99mTc MIBI favore-

cem a estratégia temporal proposta para avaliação dos benefícios da angioplastia

coronanana.

- a técnica utilizada possibilita correlação entre a distribuição

miocárdica de 99mTc MIBI e a estimativa anatômica do grau de estenose residual

pós-dilatação e/ou o seguinlento clinico dos pacientes.



4--- DISTRIBUIÇÃO SUBCELULAR E ANÁLISE DE 99mTc
-SESTAMIBI EM CORAÇÃO DE RATO ISOLADO E
PERFUNDIDO

~-~-------~--~--------~~-~---------~~-~---~-----------------~-~----~~----~---~
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4.1 --- INTRODUÇÃO

Hexakis (2-metoxiisobutil isonitrila) tecnécio (I) (99mTc-sesta­

mibi) é um agente para imagem da perfusão rniocárdica, recentemente aprovado

pela "Food and Drug Administration", que explora as propriedades cintilográfi­

cas favoráveis do 99mTc 4,46. As investigações iniciais dos mecanismos de captação

luiocárdica e distribuição subcelular de 99mTc-seStanlibi em cortes de coração de

cobaia sugeriam que este agente catiônico moderadamente lipofílico difundia-se

através da membrana miocelular e localizava-se na fração citos6lica 13,47. Utili­

zando-se técnicas de centrifugação diferencial padronizadas, verificou-se que 84%

da radioatividade recuperável estava associada à fração citosólica 13. Utilizando-se

técnicas similares em coração de embrião de galinha, complexos de tecnécio do li­

gante 2-carbo-metoxi isopropil isonitrila (99mTc-CPI), outro agente catiônico lll.Q

deradamente lipofílico, foram encontrados predominantemente na fração mem­

brana celular (61 %) e na fração citosólica (25 %) 48. Como esperado, outros com­

plexos catiônicos altamente lipofílicos de 99mTc alquilisonitrilas foram relatados

como estando associados predominantemente à fração de membrana celular em

células miocárdicas de ratos em cultura ou em hemácias 49. Entretanto estes estu­

dos eram limitados pela falta de correlação funcional ou de marcadores enzimáti­

cos que caracterizassem as frações tissulares quanto à possível contaminação cru­

zada dos constituíntes celulares ou à presença de impurezas.

Recentemente, estudos com células de embrião de galinha em

cultura 14, fibroblastos de camundongo 24 e linhagens de células neoplásicas 50 têm
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indicado que o mecanismo celular fundanlental de captação e retenção de 99mTc­

sestamibi envolve a difusão simples através das membranas plasmática e mitocon­

drial em resposta a significativos potenciais transmembrana negativos, favorecen­

do a localização mitocondrial deste agente, quando em estado de equilíbrio 14,24.

Concomitantemente, pouca radioatividade foi detectada em associação inespecífica

à menlbrana celular quando utilizou-se intervenções farmacológicas que despola­

rizam o sarcolema e a membrana mitocondrial 14,24. O Inecanismo de distribuição

celular de 99mTc-sestamibi independente do fluxo sangüíneo requereria, portanto,

um nl0delo compartinlental com três conlponentes (espaço extracelular, citosol,

matriz rnitocondrial interna) dispostos em série nos miócitos, ao invés do modelo

com dois componentes proposto em estudos prévios com corações de cobaia 13,47.

O objetivo deste estudo foi de investigar a distribuição subc~

lutar e a integridade química de 99mTc-sestamibiem preparações de coração intei­

ro, testando, desta forma, os modelos desenvolvidos com células miocárdicas de ª
ves em cultura, em um sistema mamífero. A malato desidrogenase, uma enZIma

Initocondrial 5', e substratos mitocondriais foram correlacionados com o conteú­

do de 99mTc-sestamibi de frações subcelulares para correção de qualquer contami­

nação cruzada inerente à metodologia. Técnicas de cromatografia e ultrafiltração

foram utilizadas para testar possível ligação do composto principal à proteína so­

lúvel ou seu metabolismo.
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4.2 --- MATERIAL E MÉTODOS

4.2.1 --- Soluções Experimentais

Corações isolados de rato foram perfundidos com solução tam­

pão modificada de Krebs-I-Ienseleit com a seguinte composição (mM): 118 NaCl;

5,4 KCl; 0,8 MgS04; 0,8 NaH2P04; 1,2 CaC12; 26 NaHC03; 5,6 dextrose; 4,0

HEPES.. Este tampão foi continuamente borbulhado com 95% 02/ 5% C~ para

atingir pH de 7,4 + 0,05 e sua temperatura mantida em banho-maria a 370C. A

infusão de radioisótopo foi feita atravésda adição de 1,5 a 3,3 mei (55 a 122

MBq) de 99mTc MIBI aos 250 mI de solução tampão para os protocolos de "cap­

tação líquida" ou através da injeção em "bolo" de 0,8 a 3,0 rnei (30 a 111 MBq)

IBI em um acesso no aparato de perfusão, imediatamente antes da câ

nula aórtica.

Solução tampão I utilizada no fracionamento subcelular com­

posto pelos seguintes (mM): 230 manitol; 70 sucrose; 3 MüPS; 2 EGl'A; 0,2 %

albumina sérica bovina (BSA) (pêso/vol.); pH 7,2 titulado com KüH. Solução tam

pão n utilizada no fracionamento subcelular (InM): 110 KCL; 20 MOPS; 46 mani

tol; 14 sucrose; 2 EGTA; pH 7,5 titulado com KüH.

A síntese de 99mTc MIBI foi realizada utilizando-se "kit" for­

necido por EJ. Du Pont, MedicaI Products Division, NOlth Billeriea, MA, Esta­

dos Unidos. Cloreto estanoso (0,075 mg) foi utilizado como agente redutor do
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99mTc e MIBI sob forma de sal - Cu(MIBI)4BF4. 99mTc-pertecnetato foi obtido a

partir de gerador comercial de molibdênio/tecnécio (New England Nuclear, BillS1.

rica, MA, EUA) em 1-2 ml de solução fisiológica (0,15 M NaCl) e adicionado ao

conteúdo do "kit" que foi aquecido por 15 minutos a 100 °C e resfriado a tempe­

ratura ambiente. A atividade do conteúdo final de 2 ml foi determinada em cali­

bradar de dose padrão (CRC-12, Capintec, Ramsey, NJ, EUA) e a pureza radio­

química determinada através de cromatografia de camada fina utilizando etanol

absoluto como fase móvel sendo maior que 97% (placas de óxido de Alumínio, J.

T.Baker, Phillipsburg, NJ, EUA).

4.2.2 --- Preparação de coração isolado e perfundido
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Foram empregados dois protocolos experinlentais de perfusão:

a) perfusão do coração por 17 minutos antes da injeção em "bolus" de 0,8 a 3,0

fnei de 99mTc MIBI, seguida de 3 minutos adicionais de perfusão; ou b) perfusão

por 20 minutos com solução tampão contendo 6 a 14 JlCil ml de 99mTc MIBI à

Ulna taxa de fluxo de 2,5 a 7 ml/nlinuto. 'fados os experilnentos foran1 realizados

conl aprovação da "Harvard Medicai Area Standing ComnlÍttee on Animais", de

acordo com a posição da "American Heart Association" sobre o uso de animaIS

.
em pesquisa.

4.2.3 --- Fracionamento tecidual

Após peliusão, os corações foram colocados em solução tam­

pão r a 4 0C e novamente limpos de tecido conetivo, para então serem seccionados

resultando em pequenos fragmentos de 1 a 2 mIno A seguir, os fragmentos eram

homogeneizados através de três ou quatro passadas em homogeneizador tecidual

de Potter-Elvehjen, para após, serem centrifugados durante 10 minutos (500 x g

a 4 0C). O sobrenadante era descartado e o Iuaterial depositado re-suspenso em 5

ml de solução tampão 11 a 4 °C para novamente ser honl0geneizado na presença

de 0,5 rng/ml de protease (nagarse, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, Estados

Unidos da América). Após 3 minutos de ação digestiva da protease, esta era inibi-

da pelo uso de 10 de solução tampão 11 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 centrifugação gerava o "componente
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sobrenadante I" (Figura 3) e o Inalerial depositado era re-suspenso enl 10 ml de

solução tampão TI com BSA e centrifugado por 10 minutos a 500 x g a 4 °C e no­

vamente por igual período e tenlperatura a 3000 x g, obtendo-se, respectivalnen-

te, o "componente de fragmentos de membrana" e o ~4componente mitocondrial".

o material sobrenadante é denominado "componente sobrenadante 11" (Figura 3).

sobrenadante

sobrenadante I

:oração perfundido contendo Tc-99m MIBI
1. homogeneizado

centrifugado a 500 x g

sobrenadante sedimento I I
(descarte de hemáciast fragmentos, etc) ~ 8 _

2. re-suspensao
0,5 mg/mI de protease adicionados

. ao homogeneizado
inibição da proteaset filtragem tissuLar

3. centnfugaçao I I
5 min., 5000 x g tj

sedimento
4. re-suspensão SOOxg

centrifugação 10 mino 3000xg

sedimento I I
(fragmentos celulares) tj

sedimento I I
(componente mitocondrial) tj

Figura 3. Diagralna esquemático do procedimento de centrifugação diferencial aplicado aos cora­

ções de rato perfundidos pela técnica de Langendorff e contendo 99mTc-MIBI.

Para determinar-se o efeito da velocidade de centrifugação sobre a separação das

diversas frações, 99mTc MIBI foi adicionado à fração pós-protease obtida através

da técnica descrita acima, exceto pelo fato de os corações serem perfundidos por

solução de Krebs-llenseleit sem radioisótopo, sendo a fração pós-protease centrify
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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 é uma enzima solúvel presente em ní­

vel da matriz mitocondrial interna e foi utilizada como "nlarcador" para a deter­

minação da distribuição e vasamento do conteúdo mitocondrial nas diversas fra­

ções obtidas após as centrifugações. CaIu o objetivo de nledir a atividade da ma­

lato desidrogenase, foi utilizado estudo fluorimétrico enzinlático padronizado da

oxidação de NADH (nicotinamida adenina dinucleotídeo) pelo oxalacetato 51(I(on­

troo Instruments SFM 25, Zurich, Suíça; excitação de 340 nm e en1issão de 460

nm)

Substratos específicos da cadeia respiratória mitocondrial fo­

ram utilizados na correlação do acúmulo total de 99mTc MIBI nas diversas frações

subcelulares com o estado metabólico de 111itocondrias intactas após o processo de

fracionamento. Após inibição da atividade da protease e filtração, o filtrado foi

dividido em duas amostras, uma de "controle" e outra "tratada". Nesta última,

ram adicionados 10 mM de succinato, substrato específico para o Sítio II da ca­

deia de transporte de elétrons, e 1 IJM de rotenona (composto inibidor Sítio I) 14.

As amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente e centri­

fugadas por 5 minutos (5000 x g a 4 °C).

Também foi avaliado o efeito da adição de substrato mitocon­

drial às frações nas quais o 99mTc MIBI foi adicionado in vitro. Neste caso, os co­

rações foram perfundidos com solução tampão de Krebs-Henseleit sem radiotraçª
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dor, sendo este adicionado somente após a inibição do efeito da protease e filtra­

ção, como acima descrito. Duas amostras foram novamente obtidas, controle e trª

tada, respectivamente, sendo incubadas por 10 minutos à telnperatura ambiente

conl e sem substrato e então centrifugadas por 5 minutos (5000 x g a 4 üC).

Com o objetivo de caracterizar nlitocondrias intactas passíveis

de despolarização após fracionamento celular, fOralTI utilizados 5 IlM de carbonil­

cianeto clorofenilhidrazona (CCCP), substância desacopladora da fosforilação oxi

dativa 14. Todos os reagentes foram obtidos da Sigma Chemical Co. e dissolvidos

em dimetilsulfóxido (DMSO) antes de sua adição às soluções tampão. A concen­

tração final de DMSO foi tipicamente < 0.25%, não afetando a cinética celular de

99mTc MIBI 14.

P~s frações obtidas foram pesadas em tubos de centrífuga pre­

viamente tarados, sendo, à seguir, obtida a atividade de 99mTc em contador ganla

de poço (Omega 1- Canberra, Meriden,CT, Estados Unidos) para cada amostra.

Foi aplicada correção para diferenças geon1étricas entre as amostras. O conteúdo

protéico dos sedimentos foi determinado através de ensaio com bureta 52.

A determinação da atividade relativa de 99mTc MIBI em cada

fração teciduaI (sedimento) foi obtida pela subtração da atividade residual do so­

brenadante. Para esta correção foram considerados os valores de 0.65 g de prote!

na celular/g de peso celular seco e 0.8 g de proteína mitocondrial/g de pêso mito­

condrial seco 56. Estes valores foram combinados aos obtidos experimentalmente,

ou seja, 21 + 3 g (n=8)de peso bruto/g de proteína celular e26 + 3 g (0=8) de pe­

so bruto/g de proteína mitocondrial, medidos a partir dos sediInentos obtidos do

protocolo ilustrado na Figura 3.
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Os fatores de correção para o protocolo da análise das diferen­

ças entre velocidades de centrifugação foram de 29 + 8 g (n=4) e 16 + 3 g (n=4)

de peso bruto/g de proteína no sedimento para 500 x g e 15000 x g, respectiva­

mente. Os resultados foram normalizados à atividade total de 99mTc e expressos

como percentual da atividade total da fração.

4.2.5 --- Análise da adlninistração "in vivo" de 99mTc-MIBI

Ratos Sprague-Dawley foram anestesiados com éter dietílico e

99mTc-MIBI foi injetado através de veia jugular exposta (15-20 InCi, 5,5-7,4 GBq

por 0,5 rol). Aos 15 minutos após a injeção do radiofármaco, os aniInais foram

sacrificados através de asfixia por éter e os corações foran1 renl0vidos, sendo la­

vados em solução tampão fosfatada gelada (0,15 M ; pH 7,4; 4 ac). O coração foi

picado com tesoura em pedaços de 1 a 2 mm que foram diluídos, em proporção

de 2: 1 por peso, enl solução fisiológica tampão 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 üC e três alíquotas de 500 111 de sobr~

nadante, contendo primariamente os "componentes citosólicos", foram submetidas

a microcentrifugador Centricon com limiar de 30 KdaItons (Amicon, Beverly,

MA, EUA) e centrifugados por 45 minutos a 3000 x g em fator de ângulo fixo de

30º. O filtrado foi subluetido a microconcentrador com limiar de 10 Kdaltons e

centrifugado com a mesma técnica descrita acinla e, novamente, subnletido a nl1­

croconcentrador com limiar de 3 Kdaltons. Após cada filtrageln, 2 x 250 111 de

solução tampão eram adicionados e a centrifugação repetida para remover a ativi-
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dade não ligada à proteínas do vohune de concentrado (-50 pI). A fração concen­

trada de atividade foi coletada através da inversão do nlicroconcentrador e centri­

fugação, diferenciando, portanto, as contagens associadas com proteínas de alto

peso molecular e a ligação inespecífica à membranas. Estudos de controle foram

realizados através de 99mTc-MIBI adicionado à solução fisiológica para monitori­

zar a ligação ao filtro plástico.

O componente "citosólico" dos corações homogeneizados tam­

bém foi testado para a presença de ligação proteica de qualquer das espécies que

contivessem 99mTc-sestamibi através de cromatografia com dois sistemas diferen­

tes· de HPLC ("high-pressure liquid chromatography"). O prinleiro foi unI siste­

ma de cromatografia por permeação de gel com base de sílica (GPC) que utiliza

coluna de 125Iodo-proteína como fase estacionária (1 cm x 25 em) (Waters Assoe.,

Milford, MA, EUA) eluída com tampão aquoso como fase móvel (0,05 M, pH

7, Na2HP041 NaH2P04) com um fluxo de 1 ml/ minuto. O segundo foi um siste­

ma de cromatrografia por troca de aniontes (ABe) que consiste de uma coluna de

troca de aniontes Accell (4,6 mm x 250 mm) (Waters Assoc., Milford, MA,EUA)

eluída por mais de 10 minutos COIU solução fisiológica (0,15 a 1,5 M) com gra=

diente linear de tampão fosfatado (0,05 M, pH 7) a 1 mIl minuto. Em ambos os

sistemas, o eationte lipofílico "pai" é retido indefinidamente até que seja atingido

gradiente de metanol até pelo lnenos 80%.

A identidade dos complexos localizados no coração de rato e

que continham tecnécio foi estabelecida através da análise da atividade no compo­

nente "citosólico" do homogeneizado nliocárdico utilizando-se o mesmo sistema

cromatográfico com fase reversa (RP-HPLC) utilizado na validação da pureza do
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"kit" de 99mTc-MIBI. Para esta técnica, a preparação das amostras envolvia a dilui

ção da fração citosólica com etanol gelado (1: 1, v:v) para desnaturação e precipi­

tação de proteínas e centrifugação a 3000 x g por 5 minutos a 4°C. A determina­

ção das contagens/volume indicaram que não havia ligação significativa do 99mTc­

MIBI ao precipitado proteico. Amostras límpidas do sobrenadante foram analisa­

das através de sistema RP-HPLC que consistia de fase estacionária conl ligação

C-S (partículas com 5 11m, 10 em x 0,46 em) (Brownlee, OS-MP "cartridge",

Rainin Instruments, Woburn, MA, EUA) e fase móvel com gradiente linear para

100% de tampão aquoso [(NH4)2S04, 0,05 Nl] a 95% de nletanol em 5 minutos.

Detecção radionlétrica e ultravioleta seriada foi utilizada para lllonitorizar as e­

luições cromatográficas.

4.2.6 _.~- Análise estatística

Os valores são expressos como a Inediana (valores mínimos e

máximos) como indicado no texto [( n) é o núnlero de observações]. Significado

estatístico foi estabelecido através de testes não-paramétricas descritos quando de

sua utilização 54. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

4.3 --- RESULTADOS

4.3.1 --- Distribuição subcelular

A influência das diversas velocidades de centrifugação sobre a
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atividade de 99mTc no sedimento pós-protease dos corações de rato perfundidos

foi testada para avaliar as potenciais fontes de erros na designação 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 separação obtida com velocidades de 500 x g e 5000 x g não foi significativa­

mente diferente para alfa =0,05 ao utilizar-se o teste de comparação múltipla pa­

ra 'Kruskal-Wallis (ANOVA unidirecional), enquanto aquela obtida por 15000 x g

aumentou em 56% a atividade associada ao sedimento. Uma vez que o objetivo

desta série de experimentos era o de correlacionar o fracionamento da atividade

de 99mTc-MIBI com um marcador mitocondrial e, ao nlesmo tempo, verificar

métodos previamente publicados, o protocolo que utiliza velocidade de centrifu­

gação de 5000 x g continuou sendo analisado.

Utilizando-se o protocolo ilustrado na Fig. 3, cinco corações

de rato perfundidos e injetados com 991Itfc MIBI em bolus apresentaram a segui!!

te distribuição de atividade do radiotraçador pelas diversas frações (% do total):

sobrenadante I, 64% (50% a 80%); sobrenadante 11, 22% (16% a 29%); fragmen­

tos celulares, 14% (3% a 17%); e componente mltocondrial, 1% (0,6% a 4%)

(Figura 4). O mesmo protocolo foi utilizado para avaliação da distribuição da ati­

vidade do radiotraçador após infusão contínua (0=6) com pressão ou fluxo cons­

tantes (Figura 4). Aplicando-se o teste de Friedman (ANOVA bidirecional) e o

respectivo teste de comparações múltiplas, verifica-se que não há diferença signi­

ficativa entre a distribuição da atividade nas diversas frações após injeção em bo­

lus ou infusão contínua, havendo, entretanto, uma tendência de aumento da ativi-
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Figura 4. Distribuição nominal de 99mTc-MIBI nas frações obtidas a partir de corações de ratos per.

fundidos. O conteúdo do traçador em cada fração é expresso como o percentual do total

de 99mTc-MIBI recuperável a partir dos protocolos de aplicação em "bolus" (n=5) ou por

infusão (n=6).

dade associada ao compartimento mitocondrial (aumento de 40%) e diminuição

da atividade na fração dos fragmentos celulares (decréscimo de 11 %) para o pro­

tocolo de infusão contínua. Deve-se considerar, entretanto, que 65% da atividade

de 99rnTc MIBI presente no sedimento obtido da centrifugação pós-protease era

passível de liberação para o compartimento do "sobrenadante 11" após sucessivas

manipulações e centrifugações de acordo com o protocolo. Na realidade, experi­

mentos de controle demonstraram que três re-suspensões sucessivas do sedimento

obtido após ação da protease em solução tampão II (selll substrato mitocondrial).,
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cada uma seguida de centrifugação (5000 x g por 5 minutos) resultaram na presen

ça de somente 1%da atividade total de 99mTc MIBI no sedimento final em compa-

ração a 39% de atividade retida quando da ausência destas manipulações.

A correlação entre a presença de malato desidrogenase e a ati­

vidade de 99mTc MIBI nas diversas frações subcelulares é ilustrada na Figura 5. A

gregando-se a atividade associada a ambos os sobrenadantes (frações "citosólicas")

encontrou-se 91 % (89% a 94%) do total de malato desidrogenase (n=4) e 88%

(84% a 96%) do total de 99mTc MIBI (n=4). Utilizando-se o teste de Mann-Whit-

neyCpara amostras independentes, não houve diferença significativa para a presen­

çada enzima quando comparado o modo de administração (bolus x infusão contÍ­

nua). O teste de Wilcoxon para amostras relacionadas não demonstrou diferença

significativa para a comparação fracionaI (MDH versus MIBI) (n=4).

Infusão

Bolus

I MDH

[;j Te MIBI

100o 20 40 60 ao
% do total Tc-99mc MIBI

Figura 5. Correlação entre o conteítdo de nlalato desidrogenage (MDH)e99mTc-MIBI nas frações

"citosólicas" obtidas a partir de corações de rato perfundidos. Os resultados estão expre~

sos como percentual de atividade total recuperável do radiotraçador e da enzima em todas

as frações utilizando-se o protocolo de infusão ou o de aplicação em "bolus".
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Com o objetivo de identificar a presença de mitocôndrias viá­

veis no sedimento das diferentes frações, induziu-se polarização substrato-especí­

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

rotenona (concentração final =1 JlM ), adicionados ao filtrado antes da centrífuga

ção (Figura 6). Dois protocolos foram utilizados:

1. Para os órgãos perfundidos com infusão contínua de 99mTc­

sestamibi, a adição de succinato/rotenona aumentou a quan­

tidade de radiotraçador identificada no sedimento em 19%

(n=5) em relação ao controle, diferença significativa ao uti­

lizar-se o teste de Wilcoxon (p =0.04). Não houve diferen­

ça significativa entre a adição dos substratos ao -filtrado im~

diatamente após o tratamento com protease ou nos passos ~

guintes do protocolo, ou seja, diretamente ao sobrenadante

parcialmente purificado por duas centrifugações.

2. Para aqueles corações perfundidos sem a presença do radiº

traçador, que foi adicionado "in vitro" ao filtrado após a a­

ção da protease, succinato e rotenona aumentaram em 182%

(n=8) a atividade 99mTc MIBI associada ao sedimento em re­

lação ao controle (p := 0.01 - teste de Wilcoxon).

Ao combinar-se o aumento de atividade do traçador com a adi­

ção de substrato para todos os sedimentos de "fragmentos celulares" e para os "roi

tocondriais", houve aumento de 139% (n=11) e 24% (n=2), respectivamente, em

relação ao controle (Figura 6). Portanto, após a adição de substrato mitocondrial,

o aunlento total da atividade do traçador em todos os sedimentos combinados
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(0=13) foi de 119% (107% a 696%) (p =0.01 - teste de Wilcoxon para amostras

relacionadas).

Mitocondria

Fragmentos

o 100

I CCCP

8J SUC+ROT

(2)

( 11 )

200 300

O/o do conteúdo contrôle de Tc-99m MIBI

Figura·6. Efeitos do succinato (10 mM) lnais rotenona (1 JlM) ou CCCP (5 JlM) sobre o conteúdo

de 99nrrc-MIBI nos sedimentos de "fragmentos celulares e "mitocondrial". Os resulta­

dos estão expressos como percentual de amostra pareada não tratada. Os números entre
parênteses refletem o número de observações.

Já com o uso do desacoplador nlitocondrial CCCP (concentra­

ção final de 5 11M) adicionado ao sobrenadante "3 minutos pré-centrifugação" pa­

ra obtenção das frações de fragmentos celulares e de mitocondrias, houve redução

de 20% (n=6) e 16% (n=6), respectivamente, na atividade de 99mTc MIBI em rcª

ção ao controle (p :: 0.02 utilizando-se o teste de Wilcoxon) (Figura 6). O teste de

Mann-Whitney para amostras independentes mostrou não haver diferença signifi­

cativa entre os protocolos - infusão contínua e injeção em bolus.. Estes dados indi-
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cam que, ao utilizar-se esta técnica de fracionamento celular, os sedimentos (frag­

mentos celulares e mitocondrias) possuíam atividade de 99mTc MIBI passível de li­

beração a partir do uso de CCCP, ou seja, ambos continham mitocondrias viáveis.

4.3.2 --- Análise da possível ligação protéica no citosol

Experimentos controle sobre a ultrafiltração de 99mTc MIBI a­

través de microconcentradores demonstraram que a maior parte da atividade at@

vessava os três filtros. Entretanto, uma quantidade substancial da atividade foi en­

contrada aderida ao material do filtro nos microconcentradores COIn limiar para

30 e 10 Kdaltons. Quando feita a comparação entre o 99mTc MIBI controle obtido

a partir de "kits" e o 99mTc MIBI obtido do componente "citosólico" do homoge­

neizado de coração de rato, não houve diferença estatisticamente significativa nes-

te intervalo de peso molecular (Tabela 2). Na realidade, somente 7,6% + 2,7% da

atividade citosólica foi encontrada em associação com a fração caracterizada co­

mo proteína ou biomoléculas maiores que 3 Kdaltons de pe~o molecular em com­

paração a 5,0% + 1,2% nesta fração para o 99mTc MIBI isolado 55.

Tabela 2. Ultracentrifugação de coração de rato marcado "in vivo" com 99mTc­
MIBI: fração citosólica comparada ao complexo livre de 99mTc-MIBI

30K-I0K Filtro

(% atividade total)

10K-3K Filtro

Coração de rato 1,6 ± 0,26 13,4 ± 1,6 1,7 ± 0,95 18,1 ± 2,5 4,3 ± 1,5 0,7 ± 0,06 60,2 ± 5,0

99tl1'fc..MIBI 0,9 ±0,18 18,9 ±3,0 1,1 ±0,23 17,3 ± 1,8 3,0 ±0,78 0,6 ±0,14 58,2 ±4,5

Val()res são apresentados como o percentual da atividade total carregadoem nlicroconcentrado com
maior limiar de peso molecular. Cada filtrado foi transferido para o próximo filtro com poros cada
vez menores. Dados são fornecidos como a média.:!:. desvio padrão (n ~ 3).
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4.4 --- DISCUSSÃO

A compreensão da biodistribuição de traçadores, tais como o ª
gente perfusional miocárdico 99mTc MIBI, é importante para utilização clínica a­

propriada dos mesmos. A técnica de cultura de miócitos de coração de embrião

de galinha tem demonstrado ser um modelo celular eficaz e reprodutível para a a­

valiação de vários traçadores capazes de gerar imagens da perfusão miocárdica 23.

Estudos de fisiologia celular indicam que 99mTc MIBI, um cátion modestamente li

pofílico, é termodinamicamente seqüestrado pela mitocondria de células viáveis

devido à significativa diferença de potencial eletronegativo transmembrana em sé...

rie existente entre o sarcolema e a membrana interna da mitocôndria 14,24. Entre­

tanto, estudos mais antigos, que utilizavam preparação de corações isolados e téc­

nicas variadas de fracionamento por centrifugação diferencial, indicavam que a

maior parte do 99mTc MIBI estaria associada à fração "citosólica" 13,47,48.

4.4.1 --- Associação de 99mTc MIBI à mitocondria em coração

de mamíferos

o presente estudo colnprova ser apenas aparente a localização

citosólica de 99mTc MIBI em corações íntegros e confirma que tal achado relacio­

na-se a artefato da técnica de homogeneização e fracionamento tissular, particular..

mente durante o processo de centrifugação. Diversos fatores indicam que, para o

modelo experimental em mamíferos, a presença de 99mTcMIBI associada à mito­

condria deixou de ocorrer durante o procedimento de centrifugação. Em primei-



- 51 -

ro lugar, aproximadamente 90% da ação da malato desidrogenasei 6 (marcador SQ

lúvel da matriz mitocondrial) ocorreu nas "frações citos6licas", em correlação di­

reta com a atividade de 99mTc MIBI. Tal fato indica lesão mitocondrial significati­

va durante o processo, a ponto de haver extravasamento do conteúdo enzimático ª
través da matriz mitocondriaI interna. Em segundo lugar, houve aunlento signifi­

cativo da presença de 99mTc-MIBI nos sedimentos pós-centrifugação (tanto nos

fragmentos celulares quanto no mitocondrial) quando da adição de substrato espe­

cífico da respiração mitocondrial (succinato) 56 ã solução tampão utilizada no fra­

cionamento. Tal fato demonstra que, ao utilizar-se protocolo tecnicamente inade­

quado, existem mitocondrias viáveis em ambos os tipos de sedimento, pois estas

são capazes de repolarizar sua membrana interna aumentando a concentração do

radiofármaco através de mecanismo potencial-dependente. Estes dados tambéln in

dicam que a redução transitória do potencial de membrana devido à falta de subs­

trato· ou à redução da temperatura durante o fracionamento constituem-se em ou­

tros mecanismos para o deslocamento de 99mTc MIBI para a fração citosólica, in­

dependentes de lesão irreversível de membrana. Em terceiro lugar, a separação

inadequada do sedimento de membrana celular com a presença de impurezas fica

também confirmada pela queda significativa de contagens associadas ao sedinlento

a partir da adição de CCCP (desacoplador mitocondrial) 56. E, por último, o au­

mento da velocidade de centrifugação para 15.000 x g provocou um incremento

significativo da atividade do radiotraçador associado ao sedimento, demonstrando

um seqüestro mitocondrial superior quando comparado ao obtido com 5.000 x g.

Se o dados obtidos através da técnica de fracionamento utiliza­

da neste modelo mamífero forem correlacionados com os marcadores da integri-
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dade mitocondrial, é possível aplicar-se UlTI fator de correção para a atividade do

radiofártnaco enl cada Ulna das frações subcelulares obtidas (Figura 7). Esta anª

Fr'agrn entos

Citosólico

Mi tocondri a1

o 20 40 60 80 100

% conteúdo tota1 de Tc-99m MIBI

Figura 7. Distribuição fracionada corrigida de 99mrc-MIBI expressa como o percentual da ativida­

de total obtida a partir de corações de rato perfundidos. O 99I1tfc-MIBI associado à mala­

to desidrogenase nos sobrenadantes I e 11, ou aquele liberâvel através do tratamento dos

sedimentos comCCCP foi designado à fração mitocondrial. 99mTc-MIBI insensível à a­

ção da CCCP no sedimento sem mitocondrias foi designado a fragmentos e toda a ativi­
dade restante foi designada ao citosol. O fator de correção foi dado por:
Contagens/g por compartimento corr =: (contagem/g peso bnlto) - [(contagém/mI)(volume total de água)]

(ver página 40 deste manuscrito).

lise indicaria que aproximadamente 90% da atividade de 99mTc MIBI está localiza

da na mitocondria das células miocárdicas deste modelo em mamífero, dado este

consistente com observações previamente obtidasem outros modelos experimen­

tais (cultura de célulasmiocárdicas de aves e células estudadas "in vitro").

A explicação alternativa para mecanismo de localização de

99mTc-MIBI baseado na sua ligação irreversível àproteína solúvel ou à biomolécn
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cuIa não pode ser confirmada por este estudo. Embora alguma retenção de ativic@

de de 99mTcMIBI em homogeneizado cardíaco tenha sido observado com os ins­

trumentos de ultracentrifugação Centricon, os resultados podem ser explicados p~

la adsorção hidrofóbica à membrana do filtro dos microconcentradores. Na verem.

de, mínimas diferenças de retenção entre a ultracentrifugação de 99mTc MIBI pro­

veniente de fração "citosólica" do miócito e de "kits" podem ser devidas a difere!!

ças na taxa de filtração ou ligação cOlnpetitiva de biomoléculas com a Inembrana.

Além disto, a análise com HPLC forneceu indicação de que a atividade eluída a

partir da coluna possuía grau de impureza < 5%. Estes resultados dos estudos crQ

nlatográficos significam, entretanto, que se existe um conjugado 99mTc MIBI-bio­

molécula "in vivo", este será, ou excepcionalmente lipofílico, o que não é consis­

tente com conjugado solúvel encontrado no citosol, ou será uma interação excep­

cionalmente lábil que dissociaria produzindo unl rápido "washout" do miócito, o

que é contrário aos dados obtidos "in vivo". Conclui-se que a ligação irreversível

à proteína citosólica não é mecanismo significativo para a localização de 99mTc­

MIBI.

4.4.2 --- Modelos correlatos e implicações clínicas

Dados obtidos com outros Dl0dêlos experimentais em mamífe­

ros, são consistentes com o modêlo e as conclusões do presente estudo. Por exem­

plo, em estudo da reperfusão miocárdica a céu aberto em cães, lesão isquêmica ~

vera produzida por oclusão da artéria coronária descendente anterior durante 3

horas, e seguida de reperfusão por 90 minutos, resultou na desvinculação do flu-
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xo sangüíneo segmentar (medido através de microesferas) da captação de 99mTc­

MIBI. O acúmulo deste radiotraçador foi cerca de 30% do valor correspondente

ao fluxo sangüíneo pós-reperfusão 57. Tal fato seria correlacionável a mecanismo

dependente de energia para a localização luitocondrial deste radiofárnlaco. Resul­

tados similares foram observados em suínos 58. Em coração de rato perfundido p~

lo sistema de Langendorff, a inibição da fosforilação oxidativa ou a Use de mem­

branas reduz a captação líquida e aumenta a depuração de 99mTc-sestamibi 29, en­

quanto em cortes de coração de cobaio incubados eIn condições hipóxicas há me­

nor acúmulo de 99mTc-sestamibi quando comparado a controle 13. Portanto,iem ~

ral, uma parte significativa do acúmulo deste traçador parece depender do estado

metabólico. Além disto, dados preliminares obtidos através da otimização da téc­

nica de centrifugação diferencial aplicada a corações de cobaia com fornecimento

de9~mTc-sestamibi "in vivo", indicam que> 90% de atividade é encontrada na

fração mitocondrial de forma substrato-dependente 59.

Em condições de equilíbrio, na presença de concentração ex­

tracelular constante de 99mTc-sestamibi,..o potencial negativo do sarcolema pré­

concentra este traçador no citosol em aproximadamente 5 vezes em relação ao es­

paço extracelular; as mitocondrias são então capazes de concentrar ainda maIS

99mTc-sestamibi, até 300 vezes em relação ao citosoI1 4,56. Este é resultado do me­

tabolismo intermediário de substratos (ácidos graxos, glicose, piruvato) que forn~

cem equivalentes redutores aos citocromos mitocondriais de transferência de elé­

trons 56. O dep6sito bioenergético final para o 99mTc-sestamibi é fornecido pelos

potenciais negativos da membrana mitocondrial interna gerados pela translocação

de pr6tons para fora da matriz durante transferência de elétrons (hipótese próton-
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nlotriz).

Portanto, para uso clínico, estes dados sugerem que o 99mTc­

sestamibi é um agente perfusional capaz de avaliar a viabilidade miocárdica. Es­

tas propriedades talvez possam ser melhor exploradas durante a avaliação pós-re­

perfusão, quando o acúnlulo deste traçador refletiria a viabilidade miocárdica sob

condições de avaliação independente do reestabelecimento do fluxo sangüíneo (an­

giografia). Na presença de lesão miocelular pós-isquêmica severa, há queda tanto

do potencial do sarcolema quanto da mitocondria (despolarização) conseqüente ao

desarranjo metabólico e à ruptura de membranas, levando à din1inuição da fôrça

que leva ao acúmulo de 99mTc-sestamibi. O acúmulo lniocárdico deste traçador m
deria servir como sonda não invasiva de "fóton único" para. a bioenergética tissu­

lar, objetivando, especificamente, a avaliação do estado dos potenciais de memb@

na. Isolado ou em combinação com outros traçadores, 99mTc-sestamibi poderia

nlon.itorizar a presença de lesão severa, possivelnlente irreversível 28. Como a e­

energética mitocondrial é um aspecto fundamental para uma variedade de insul­

tos tissulares além da isquemia (tóxicos, quiInioterápicos, actínicos), há razões pa­

ra acreditar-se que estes princípios sejam também aplicáveis a outros tecidos cam

zes de acumular99mTc-sestamibi (músculo esquelético, fígado, rins e uma varieda­

de de tumores).

4.5 --- CONCLUSÃO

Em resumo, quando se cOITelacionao fracionamente de marca

dor do conteúdo mitocondrial com a distribuição de 99mTc-sestamibi, este agente
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pode ser localizado no compartimento mitocondrial. Não há evidência de ligação

"in vivo" com proteínas citosólicas. Estes dados estendem ao miocárdio de mamí­

feros resultados "in vitro" previamente obtidos em cultura de células. Deve-se ter

cautela ao utilizar técnicas de fracionamento tissular para localizar radiofármacos

difusíveis com mecanismo de seqüestro energia-dependente.



5- UTILIZAÇÃO DE 99mTc-SESTAMIBI NA AVALIAÇÃO
DA PERFUSÃü MIOCÁRDICA PÓS-ANGIOPLASTIA
CORONARIANA
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5.1 --- INTRODUÇÃO

A angioplastia coronariana transluminal percutânea (ACTP)

foi introduzida em 1977 como opção para o tratamento de coronariopatia 60-62.

Embora a incidência de complicações agudas após a ACTP tenha diminuído com

o aumento da experiência e melhorias técnicas, a incidência de reestenose 3 a 6

meses após este procedimento permanece em tomo de 30%, mesmo com o uso de

agentes antitrombóticos, anticoagulantes, antagonistas do Ca++, dieta suplementar

com óleo de peixe ou, ainda9 novas tecnologias com laser e cateteres 63. O aumen­

to da probabilidade de reestenose tem sido ligado a fatores de risco como angina

instável, diabetes mellitus, dilatação da artéria coronária descendente anterior, se­

veridade da lesão pré-dilatação, dissecção extensa e dimensão de estenose resi­

dual 64,65. A incidência relativamente alta de re-estenose e a possibilidade de sua

prevenção 67 dão ênfase a método não-invasivo capaz de identificar precocemente

e permitir o seguimento de pacientes sob risco.

Várias testes não-invasivos como o eletrocardiograma de es­

forço, a ventriculografia radioisotópica e os estudos da perfusão miocárdica com

201Tálio têm sido utilizados na identificação e na previsão de reestenose 67-69. Co­

mo a cineangiocoronariografia realizada logo após a dilatação coronariana pode

subestimar o significado funcional de estenose residual, estes testes não-invasivos

podeIn desempenhar um papel complementar importante logo após a dilatação co­

ronariana, estabelecendo padrão de reperfusão basal para o seguimento 70.

Recentemente, complexos de 99rnTc-isonitrila como o 99rnTc-
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sestamibi (hexakis [metoxiisobutil isonitrila] tecnécio [I]) foram introduzidos co­

mo traçadores da perfusão miocárdica 46,71,72. Devido à sua depuração mais lenta,

à melhores propriedades para obtenção de imagens, à menor exposição do pacien­

te à radiação e à cinética celular distinta, este traçador apresenta vantagens quan­

do comparado ao 201Tálio para avaliação da reperfusão miocárdica 4,73,74. Como

a "redistribuição" deste novo agente perfusionallipofílico é muito menor que a

do 201Tálio 74, o 99mTc-MIBI pode ser utilizado como potencial complemento à an

giografia para avaliar o significado funcional da lesão coronariana imediatamente

antes da angioplastia.

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar a utilidade deste

novo traçador da perfusão miocárdica utilizando-se a tomografia por emissão de

fóton único ("Single Photon Emission Computed Tomography - SPECT") para

estimar a redução da quantidade de miocárdio "sob risco" imediatamente após a

ACTP.

5.2 --- MATERIAL E MÉTODOS

5.2.1 --- Pacientes

Quinze pacientes com angina estável e lesão significativa (este­

nose maior que 70%) em um ou mais vasos epicárdicos foram incluídos seqüen­

cialmente no presente estudo, sendo quatorze destes submetidos à angioplastia de

um vaso e somente um ao tratamento de dois vasos. O esquema terapêutico anti­

anginoso foi mantido em todos os indivíduos e incluía uma combinação de beta-
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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 à angioplastia coronariana entre agôsto de 1988 e feverei-

ro de 1989.

5.2.2 --- Estímulo com marca-passo e injeção de 99mTc-MIBI

Após a canulação da artéria e veia femorais à esquerda, um ca­

bo de marca-passo bipolar transvenoso(5F) foi posicionado sob fluoroscopia em

nível do ápice do ventrículo direito (n=6) ou no átrio direito (n=9). Iniciou-se in­

cremento progressivo da freqüência cardíaca até alcançar-se 85% da frequência

máxima prevista para a faixa etária (220 - idade), ou até o surgimento de dor an-

ginosa, ou ainda, até o surgimento de alterações eletrocardiográficas indicativas

de isquemia (infra-desnivelamento do segmento ST > 1 mm a 0.08 segundos após

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

Tabela 3 - Indução de isquemia miocárdica com marca-passo temporário (MPT)

CID <la ~ -e '...... _ "'" Q ., ., _ .......... "~ .... _ GIl GI ... _ = ......... - ... __ ......... ""' .. __ "" ............. __ ..... __ .. _ op ..... _ V 'lO' ... _

Paciente MPT FC Angina Alterações ECG
12 Dia I 2º Dia 1Q Dia /22 Dia 12 Dia I 22 Dia

.......... _ • __ • __ ........... e __ .... _ ...... - .... ___ " ___ .... -. _ .... _ - .... _ • _ • ____ ~ _____ • _____

t Atrial 155 I 150 + I + + f -
2 Atrial 155 I 155 + I + + / +

'3 Ventr. 132 I 130 + I - - - - - -
4 Ventr. 150 / 150 + I - - - - - -
5 Atrial 140 I 140 + / - + / -
6 Atrial 100 I 100 + I - + I .
7 Ventr. 130 I 130 + I + . - - - -
8 Atrial 150 I 150 + / - + I -
9 Atrial 130 I 130 + I ,. + I -

FC= frequência cardíaca; <±.J indica desconforto ou sensação de pressão ao nível da re­
giãôprecordial; (+) positivo ou (-) para dor anginosa ou alterações isquêmicas ele­
trocardiográficas.
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rica 740 MBq de 99mTc-MIBI (CardiolitefID, Du Pont Diagnostic Division, N. Bil­

lerica, MA, Estados Unidos). O estímulo com marcapasso foi mantido durante um

a dois minutos pós-injeção do radiofármaco. A seguir realizou-se a angioplastia

coronariana, porém não sem antes confirmar-se o retomo ao estado basal, sem

evidência de isquemia miocárdica (em média 10 minutos após a cessação do estí­

mulo). O estudo tomográfico por emissão (SPECn foi obtido 2 a 3 horas após a

angioplastia (1 Q Dia). Dos quinze pacientes injetados imediatamente antes da angiº

plastia coronariana, somente onze apresentavam-se clinicamente estáveis para sub­

meterem-se à tomografia por emissão e, destes, dois foram excluídos do estudo

por ter-se cornprovado a presença de infarto Iniocárdico prévio. Para os nove pa­

cientes em condições de completar o estudo (Tabela 4), o cabo do marca-passo foi

mantido até o dia seguinte (16 a 20 horas pós-injeção), quando novo estímulo foi

induzido, repetindo a freqüência cardíaca 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 injeção e imagem (22 Dia).

5.2.3 --- Imagens de SPECT e sua quantificação

Os estudos de SPECT foram obtidos através de sistema Star­

cam 400/AC (General Electric MedicaI Systems, Milwaukee, WI, Estados Unidos

da América). Para adquirir 64 imagens (10 segundos/imagem) em 1802 (452 oblí­

quo anterior direito a 1352 oblíquo posterior esquerdo) foi utilizado colimador de

baixa energia, propósito geral e os dados foram annazenados em matriz de 64 x

64 pixels e filtrados com filtro de Ramp-Hanning (frequência de corte 0,5 ciclos/
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centímetro). Cortes tomográficos transaxiais foram gerados através de técnica pa­

drão de retroprojeção e as múltiplas aquisições de diferentes estudos para o mes­

mo paciente foram pareadas através de "software" para reconstrução oblíqua que

geravam cortes tomográficos anatomicamente comparáveis dos eixos curto e lon­

gos do ventrículo esquerdo. Os cortes tomográficos dos eixos curto, longo verti­

cal e longo horizontal possuíam espessura de 1 pixel (tamanho do pixel = 0,63

em). Os cortes tomográficos do eixo curto con1 defeito perfusional máximo e o

corte longo vertical médio do ventrículo esquerdo foram utilizados para identifi­

car e quantificar a captação miocárdica de 99mTc-NIIBI. Para ambos os estudos to­

nl0gráficos de cada paciente, foram geradas duas regiões de interesse com aproxi­

madamente 9 pixels de área, uma sobre a região com defeito perfusional e a outra

sobre segmento normalmente perfundido como demonstrado pelos cortes do eixo

curto do ventrículo esquerdo. O corte tomográfico central do eixo vertical longo

foi utilizado para a avaliação perfusional do ápice do ventrículo esquerdo, evitan­

do desta forma, a interferência de "efeito de volume parcial" sobre a determina­

ção da atividade/pixeL Pelo mesmo motivo, cortes tomográficos do eixo curto cor.

respondentes à base e ao ápice do ventrículo esquerdo foram excluídos da análise

quantitativa. A densidade de contagens (número médio de contagens/pixel) em ca­

da região de interesse foi "normalizada" à região com máxima densidade de con­

tagens em todo o ventrículo e dispostas em forma de gráfico em função do corte

tomográfico correspondente, do ápice para a base.
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5.2.4 --- Reavaliação dos pacientes

Os pacientes incluídos neste estudo foram reavaliados através

de angiografia coronariana ( n=4), cintilografia miocárdica com 99mTc-MIBI (n=

2) e, clinicamente, através de questionário (n=9) até sete meses após a angioplastia

coronariana.

5.2.5 --- Análise estatística

A mediana e os valores mínimos e máximos da densidade de

contagem das diversas regiões dos segmentos isquêmicos e normoperfundidos

(segmentos controle) do ventrículo esquerdo foram utilizadas na avaliação das

diferenças de captação de 99mTc-MIBI pré e pós-angioplastia coronariana.

O teste de Wilcoxon foi utilizado na comparação entre o curso

sintomático e assintomático dos pacientes após 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 mulheres) com média de idade i­

gual a 66 anos (intervalo de 49 a 71 anos) foram incluídos no estudo. Todos esta-
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vam clinicamente estáveis e não possuíam evidencia de infarto miocárdico prévio.

O início de angina variou de 1 a 84 meses antes da angioplastia e todos apresenta-

vam doença coronariana significativa à cineangiocoronariografia. Em todos os pª

cientes, a angioplastia foi considerada exitosa com uma redução > 30% da esteno­

se~ abaixo de 50% residual. Os dados demográficos, os estudos funcionais, os re­

sultados angiográficos e o seguimento dos pacientes estão descritos na Tabela 4.

5.3.2 --- Seguimentoangiográfico e clínico

Em três dos quatro pacientes com recorrência de angina, rees­

tenose ao nível da lesão dilatada foi angiograficamente den10nstrada dois dias, três

e quatro meses após a angioplastia (nQ 2, 1 e 7, respectivamente - Tabela 4). O

Tabela 4 .. Dados demográficos, radiológicos e clinicos dos pacientes estudados

_ ........................ llIlll ali ... · ..... "'" ... _ fiit ..... _ cD" ea ....... "'" _ ....... _ ...... tO ....................... _ ........................

Paciente Idade Sexo Classe ECGrrEE ANGIQGRAFIA ANGIOPLASTIA AVAL.
NYHA Pré/Pós* DA Cx ACD FE% Vaso Tratado CLlNICA

...... --- ........... ---_ ... - ... ------ ..... -...... -...... - ....... _-._- ... --- .. -- ----_.--_ ... _-
1 59 M III + I + CABG N 9 Ovo 59 ACD 90-40% A/R
2 69 M II + I NR 7 Olfa N 8 OVo 58 ACO aO-50vo A/R

7 1 M II + I NR 80% 70% N 69 DA aO-4~/o A/P
Cx 70-4OVo

4 57 M III + I NR N 9 ~/o N 85 Cx 99·30% C / -
5 67 F III + I · 9 ~/o N 7 OVo 90 DA 90·4OJ/o C I -
6 49 M II + I · 99% N N ao DA 99-40vo Te/N
7 6 1 M II + I NR 95% N N NR DA 95·50% AIR
8< 49 M 1I + I NR 7 ~/o N- N NR DA 70·2OJ/o C/·
9 65 F II + I · 5 OJ/o 4 OJ/o 9 alfa 88 ACD 90-30% Te/An

..... __ CIO _ _ __ _ _ _ .. ., ,_ _ .. _ _ .. _ _

Pré/Pós· antes e após angioplastia; NYHA • New York Heart Association; ECG/TEE - eletrocar_
diograma/teste ergométrico em esteira; DA - artéria coronaria descendente anterior; ex· ar·
térià circunflexa; ACD· artéria coronaria direita; FE - fração de ejeção do VE; NR - não reª
Iizado: N • normal; Ao • anormal; A • angiografia; Tc - teste ergométrico em esteira com av.a
liação da perfusâo miocardica com 99mTc MIBI; P • patente; R - restenose; C - seguimento clL

nico; (+) recorrencia de angina; (-) assintomático; CABG - cirurgia de revascularização.
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quarto paciente (n2 3 - Tabela 4) apresentou dor precordial três meses após o tra­

tamento, porém os vasos tratados permaneciam patentes ao estudo angiográfico.

Uma paciente com queixa de desconforto precordial, porém

senl alterações eletrocardiográficas ao teste de esfôrço, apresentou captação anor­

mal de 99mTc-sestamibi sugestiva de isquemia persitente no território do vaso tra­

tado (ACD), sete meses após a angioplastia coronariana (paciente n2 3 - Tabela 4).

Os demais pacientes (n2 4, 5, 6 e 8 - Tabela 4) permaneceram

assintomâticos até a reavaliação, sete meses após o tratamento. Destes, somente o

paciente n2 6 foi submetido a seguimento com teste de esforço e nova avaliação

da perfusão miocárdica com 99mTc-sestamibi, sem evidência de isquenlia ao eletm

cardiograma ou ao estudo radioisotópico.

5.3.3 --- Análise das imagens tomográficas

A análise visual das imagens correspondentes ao eixo curto do

ventrículo esquerdo demonstrou defeitos de perfusão inequívocos em 10/12 seg­

mentos com lesão significativa pré-angioplastia, e evidente reperfusão em 7/10

territórios vasculares tratados. A avaliação quantitativa regional da captação de

99mTc-MIBI normalizada à atividade máxima do ventrículo está descrita na Tabela

4.

A atividade do radiotraçador em segmentos supridos por arté­

térias angiograficamente normais foram utilizados como controle na demonstra­

ção das alterações perfusionais pós-tratamento. A captação relativa destes segmen­

tos (n=9) foi de 94% (92% a 96%) pré-angioplastia e 94% (91 % a 98%) pós-an-
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gioplastia (p=NS). Quatro pacientes assintomáticos ao seguimento (nQ 4, 5, 6 e 8 ­

Tabela 4) e um paciente com recidiva de dor precordial pós-angioplastia, porém

sem re-estenose à angiografia (paciente nQ 3 - Tabela 4) apresentaram captação ~

lativa de 61 % (46% a 68%) pré-angioplastia e 73% (61 % a 80%) pós-angioplastia

para os segmentos tratados (n=6) (p<O.02). Imagens representativas deste grupo

encontram-se dispostas nas Figura 8. Três pacientes com evidência angiográfica

de re-estenose (pacientes nQ 1, 2 e 7 - Tabela 4) e um com isquemia miocárdica

persistente ao teste ergométrico com 99mTc-MIBI (paciente.nQ 9 -Tabela 4) apre­

sentaram captação relativa de 72% (69% a 76%) pré-angioplastía e de 73% (70%

a 76%) pós-angioplastia para os segmentos tratados (n=4) (p=NS). Imagens repfÇ.

sentativas deste grupo encontram-se na Figura 9.

A redução média da estenose foi similar para os dois grupos

(sintomático e assintomático ao seguimento) (Tabela 5).

Tabela 5 • Captação segmentar de 99 mTc MIBI normalizada à captação máxima no VE(mediana e

valores mínimos e máximos)

Segmentos 12 Diª
(pré-AC)

2Q Dia
(pós-AC)

Média
de Redução
da Lesão

Melhora na
Captação
Pós-AC*

Contrôle 94% 94%
(n=9 segm.) (92 - 96) (91 . 98)

Assintomáticos 61% * 11< * 7 3%
(n=6 segm.) (46 . 68) (61 - aO)

Sintomáticos 7··2% * #< 7 3%
(n=4 segm.) (69 - 76) (70 -76)

... análise visual das imagens
lU p = não significativo (NS)

*** p < 0.02

42'/0

4 8%

6/6

1 14
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Figura 8. Cortes tomográficos do eixo vertical longo e eixo curto do ápice para a base do ventrículo

esquerdo (A) e perfis segmentares logitudinais da captação miocárdica relativa de 99mTc­

MIBI (B) em paciente assintomático até 7 mêses após angioplastia coronariana. Os cortes
pré-ACTP demonstram déficit perfusional do segmento anterior (setas) do ventrículo es­
querdo (estenose de 90% da artéria coronária descendente anterior), enquanto, as ima­
gens tomográficas pós-ACTP demonstram melhora significativa da captação e retenção
do traçador (lesão residual de 40%). Os perfis longitudinais segmentares não demonstram

alteração significativa da captação relativa de 99mTc-MIBI para o segmento lateral, enquan.

to há significativo aumento da atividade no segmento anterior.
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Figura 9. Cortes tomográficos do eixo vertical longo e eixo curto do ápice para a base do ventrículo

esquerdo (A) e perfis segmentares logitudinais da captação miocárdica relativa de 99mTc­

MIBI (B) em paciente com dor torácica recorrenteeisquemia persistente demonstrada a­

través de teste ergométrico e SPECT com 99mTc-MIBI 7 meses após angioplastia corona­

dana Os cortes pré-ACTP demonstram déficit perfusional do segmento inferior (setas)
do ventrículo esquer do (estenose de 90% da artéria coronária direita) e anormalidade me­
nos intensa em região ântero-septal (estenose de 50% da artéria coronária descendente
anterior). As imagens tomográficas pós-ACTP demonstram que não há melhora signifi­
cativa da captação e retenção do traçador, embora a lesão residual da artéria coronária di­
reita seja de 30%. Os perfis longitudinais segmentares daatividade em ventrículo esquer­
do demonstram graficamente que não há alteração significativa da captação relativa de

99mTc-MIBI para os segmento inferiorantes e após ACTP.
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Ao analisar-se a variação percentual relativa na captação de

99mTc-MIBI para cada um dos segmentos tratados, antes e após angioplastia, há e­

vidente melhora da captação para o grupo assintomático ou com ausência de re-e.s.

tenose à angiografia (Figura 10). Neste grupo, o paciente cuja captação variou m~

nos após a angioplastia (Figura 10 - seta) era diabético grave e negou-se ao segui­

mento angiográfico ou ao teste de esforço e SPECT com 99mTc-MIBI, tendo per-

manecido assintomático durante os 7 meses de seguimento não podendo, portanto,

ser afastada a presença de re-estenose silenciosa.
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Figura 10. Captação relativa de 99m'fc-MIBI para cada segmento estudado, antes e após angioplas­

tia. (A) Segmentos com vasos angiograficamente normais (n==9). (B) Segn1entos com vª
sos tratados com êxito em pacientes assintomáticos até 7 meses após ACTP (n==4) e com
dor torácica recorrente, porém com vasos pérvios à angiogiografia (n==2). O segmento i­
dentificado por seta pertence a paciente com diabete melito severo, assintomático, não
sendo possível excluir isquemia silenciosa. (C) Segmentos com vasos tratados com êxi­
to em pacientes com angina recorrente ou evidência de isquemia persistente até 7 meses.
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5.4 --- DISCUSSÃO

A angiografia coronariana 76,77 e a cintilografia nliocárdica

perfusional com 201Tálio 78-80 têm sido utilizados na avaliação, a curto e a longo

prazo, dos resultados da angioplastia coronariana. Aproximadan1(~nte 30% dos pª

cientes apresentam re-estenose da lesão tratada 3 a 6 mêses após o procedimento.

Nobuyoshi et alli. 81 demonstraram que há evidência angiográfica de re-estenose

em 14,6% dos pacientes submetidos à 3:ngioplastia coronariana já nas pnmeIras

24 horas após a angioplastia considerada exitosa e que a taxa de reestenose aumen

ta marcadamente entre 1 e 3 meses após este procedimento, com aumento modes­

to após 90 dias. O presente estudo sugere que o uso do SPECT luiocárdico com

99InTc-sestamibi, obtido de 16 a 20 horas após a angioplastia coronariana em seg­

mentos não infartados, é útil na avaliação da quantidade de miocárdio "sob risco"

imediatamente após a dilatação coronariana, correlacionando-se, possivelmente,

com o seu resultado clínico. Pacientes com reestenose demonstrada angiografica­

mente (n=3) ou com isquemia demonstrada ao teste ergométrico e SPECT com

99mTc-MIBI (n=!) apresentaram uma diferença média de aproximadamente 2%

da captação miocárdica pré e pós-angioplastia (P =: NS). Já, os pacientes que, . ao

contrário, não apresentaram recorrência de angina (n=4) ou que apresentou dor

torácica com estudo angiográfico demonstrando patência do vaso dilatado (n=l)

exibiram aumento médio de 15% da captação miocárdica pós-angioplastia (P <

0,02). Entretanto, como somente 2/5 dos pacientes assintomáticos no seguimento

obtiveram documentação por imagem da patência·do vaso tratado, é possível que
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possa ter existido re-estenose "silenciosa" não detectada em 3 dos 5 pacientes. Con

seqüentemente, re-estenose "silenciosa" ou mesmo hiperemia reativa podem ter in

fluenciado estes resultados preliminares.

Diferentes motivos podem explicar a ausência de melhora da

perfusão nliocárdica demonstrada por 99mrrc-MIBI para °grupo de pacientes sub­

metidos à angioplastia exitosa. Inicialu1ente, é possível que tenha ocorrido reeste­

nose durante o intervalo de 16 a 20 horas entre os estudos de SPECT pré e PÓS-aI!

gioplastia. Isto, entretanto, é pouco provável uma vez que 3 dos 4 pacientes que

não apresentaram melhora da perfusão ao estudo cintilográfico estavam assintomá

ticos e sem alterações eletrocardiográficas que sugerissem isquemia durante a es­

tilllulação com marca-passo durante o estudo do Dia 2. O quarto paciente (pacien­

te 2) apresentou dor torácica persistente e alterações eletrocardiográficas indicati­

vas de isquemia com estudo angiográfico feito 48 horas após a angioplastia que d~

monstrou reestenose do vaso tratado (Tabelas 3 & 4). Em segundo lugar, um pos­

sível déficit de fluxo sangüíneo distahnente à lesão dilatada com diminuição da

convexão de 99mTc-MIBI poderia explicar a melhora da perfusão neste grupo de

pacientes. De acordo com Wilson et alli. 82 aproximadamente 50% dos pacientes

submetidos à angioplastia coronariana apresentam redução transitória da reserva

coronariana imediatamente após a angioplastia, que normaliza-se na ausência de

re-estenose. Tal redução do fluxo de reserva coronariano distaI à lesão dilatada

poderia levar à redução da convexão do 99mTc-MIBI precocemente após a anglo­

plastia exitosa. A captação miocárdica de cloreto de 201Tálio, também um agente

perfusional miocãrdico, correlaciona-se.com o fluxo de reserva coronariana em

pacientes com coronariopatia significativa submetidos à angioplastia 83 e que de-
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to o grupo assintonlâtico após a angioplastia apresentou captação segmentar de

61 % da captação máxima do ventrículo, sugerindo que o primeiro grupo apresen­

tava doença mais extensa ou que houvesse sido submetido a estresse submáximo

com estímulo por marca-passo. Esta última hipótese pode ser descartada uma vez

que a efetividade do estímulo com marca-passo foi comprovada pela indução de

angina ou alterações eletrocardiográficas que foram revertidas antes da angioplas­

tia. A extensão da doença, entretanto, não pode ser completalnente avaliada pois a

presença da "doença de pequenos vasos" pode causar uma diminuição difusa da

captação miocárdica de 99mTc-MIBI, especialmente no segmento "controle", au­

mentando a captação relativa dos segmentos tratados.

5.5--- CONCLUSAO

Os presentes achados sugerem'que o SPECT com 99mTc-MIBI

podê ser complementar ao estudo angiográfico na avaliação dos benefícios iniciais

da reperfusão miocárdica, mas estudos adicionais são necessários para estabelecer

o valor prognóstico deste radiotraçador para este grupo selecionado de pacientes.



6--- DISCUSSÃO GERAL
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A doença coronariana é uma das principais causas de morte

em países industrializados, sendo que em 1989 foram registrados cerca de 1,5 mi­

lhões de casos de infarto agudo do miocárdio nos Estados Unidos da América 85,

sendo responsável por aproximadamente 36% dos óbitos nas principais capitais

do Brasil 88. A revascularização miocárdica na coronariopatia crônica e aguda faz

com que surja a necessidade de identificar-se a extensão da isquelnia miocárdica e

de estabelecer-se a presença de miocárdio viável, para que, em associação a dados

referentes à anatomia coronariana, função ventricular, idade biológica e doenças

associadas, seja prescrito o melhor tratamento. Através do armamentário diagnós­

tico disponível à moderna Cardiologia, o tratamento prescrito deve ser avaliado

quanto à sua efetividade em reperfundir o miocárdio e preservar ou melhorar a

função ventricular.

A cintilografia miocárdica com 201Tl constitui técnica eficaz e

consagrada para a determinação da extensão de miocárdio sob risco e da presença

de miocárdio viável 86. Entretanto, as características físicas e de biodistribuição

deste radioisótopo deixam a desejar, especialmente para a avaliação da eficácia do

tratamento em situações agudas 1,7,21,46,58,70,81,85.

Com o surgimento de 99mTc-alquilisonitrilas, especialmente o

99mTc-sestamibi, tomou-se possível a análise do estado do fluxo coronariano com

maior flexibilidade de tempo para obtenção das imagens (maior tempo de residên

cia intramiocárdica em comparação ao 201Tl) e melhor qualidade de imagem 4. A

capacidade diagnóstica deste novo agente demonstrou-se semelhante ou melhor

que a do 201TI4-7. A partir destes estudos preliminares tornou-se imperioso o lne-
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lhor entendimento de sua cinética miocárdica e da aplicação em situações clínicas

específicas como na avaliação da eficácia da angioplastia coronariana.

Com os estudos iniciais de Mousa et alii 13,48, onde foi utiliza­

da técnica de fracionamento celular conl homogeneização e centrifugação de mió­

citos de cobaio~ ficou aparente a localização "citosólica" de 99mTc-sestamibi, suge­

rindo os autores que este traçador atravessaria a membrana celular por difusão

passiva localizando-se no citosol~ implicando, portanto, em distribuição miocárdi­

ca dependente do fluxo sangüíneo. Estudos em outros modêlos de células em cillm

ra sugeriam, todavia, que haveria um componente de retenção intramiocárdica

deste traçador relacionado ao gradiente eletronegativo entre as membranas celu­

lar e mitocondrial interna com acúmulo intramitocondrial quando em equilíbrio.

Este componente seria, portanto, independente do fluxo coronariano e caracteri­

zaria um compartimento adicional para sua distribuição 12,14,15,23-25,28,30,48-50,59.

Buscando estabelecer a razão desta discrepância entre os mode­

los citados acima, o presente estudo repetiu a técnica utilizada por Mousa et alii 13

acrescentando marcadores mitocondriais e estabeleceu que a técnica utilizada por

estes autores induzia à ruptura de mitocôndrias e conseqüente "contaminação" do

conteúdo citosólico. Tal fato confirma os achados descritos em modêlos "in vitro"

de localização mitocondrial para o 99mTc-sestamibi e os extende para o coração de

mamíferos. Em est~ldo recente, Crane et alii 3o confirmam nossos achados utiliza.!!

do cortes de ventrículo de cobaias. Verificaram que mais de 90% do radiotraça­

dor localizava-se na fração mitocondrial. Neste estudo, assim corno em todos os

demais que utilizam a técnica de fracionamento por ultracentrifugação, 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 extração de organelas frágeis

envoltas por matriz proteica fibrosa enquanto devem ser mantidas seu funciona­

mento e retenção do radiotraçador. Todos estes métodos fornecem, no máximo,

populações representativas de organelas e compartimentos, assim como dos even­

tos fisiológicos relacionados.

A extrapolação destes achados para situações de uso clínico da

cintilografia miocárdica com 99mTc-sestamibi traz interessantes contribuições com

aplicação imediata e futura para o entendimento da cinética deste traçador em hu­

manos. As propriedades físicas e de biodistribuição do 99mTc-sestamibi descritas ª
cima, induzem ao raciocínio de que se aumentarmos o tempo de oferta celular de§.

te traçador, maior será sua concentração mitocondrial enquando estiverem ínte­

gras as membranas celular e rnitocondrial interna. Tal fato torna-se importante na

avaliação de isquemia miocárdica crônica grave ou em pacientes com bloqueio de

ramo esquerdo (nestes últimos há diminuição do potencial do sarcolema e possível

diminuição do gradiente eletronegativo 87) , quando tanto o 99mTc-sestamibi quan­

to o 201TI, injetados em bolo endovenoso durante avaliação de repouso, não serão

extraídos em quantidade suficiente para serem detectados. Portanto, a infusão len­

ta, só possível com 99mTc-sestamibi, poderá trazer importante colaboração para a

acurácia da cintilografia na diferenciação tecido miocárdico viável versus fibrose

miocárdica.

Outro fato importante refere-se à diferença da cinética celular

independente de fluxo sangüíneo entre o 99mTc-sestamibi e 201Tl, quando correla­

cionados a eficiência de extração celular e diferentes estágios da lesão celular is-
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quêluica "in vivo". Verifica-se que estes traçadores respondem de forula diversa

à depleção de ATP28. À medida que aumenta o grau de lesão celular com deple­

ção de ATP, porém ainda com manutenção da função do sarcolema, há um aumtn

to da captação de 99mTc-sestamibi e uma diminuição da captação de 20 lTl. Ern tal

estágio de lesão miocárdica isquêmica, o 99mTc-sestamibi apresentará maior acu­

rácia que o 201TI na detecção de miocárdio viável. Deve-se ressaltar, entretanto,

que provavelrnente deva ser utilizada infusão contínua de 99mTc-scstaluibi "in Vl­

vo" na tentativa de aproximar-se das condições de equilíbrio "in vitro".

Já os estudos de Crane et alli 30 demonstraram que em miocár­

dio irreversivelmente lesado não há acúmulo de 99mTc-sestamibi e que, ao induzi[

-se sobrecarga celular e mitocondrial de Ca++ (ponto de irreversibilidade de lesão

isquêmica), há liberação quase total do conteúdo celular deste traçador.

Como corolário, verifica-se que, quando da injeção endoveno­

sa em bôlo de 99mTc-sestamibi utilizada nos atuais protocolos de investigação clíni

ca,região miocárdica de hipocaptaçãq e retenção deste traçador pode significar

redução de fluxo sangüíneo ou inviabilidade celular com ou senl redução de flu­

xo e distribuição miocárdica "normal" representa fluxo nornlaI para células viá­

veIS.

A utilização destes princípios em pacientes portadores de coro­

nariopatia crônica imediatamente antes e até 24 horas após a revascularização miQ

cárdica através da angioplastia fornece um modelo onde alguns destes princípios

podem ser analisados. O estudo clínico desenvolvido no presente trabalho permi­

tiu verificar-se a potencialidade do 99mTc-sestamibi enl avaliar os resultados ime­

diatos da revascularização, traduzindo-se na hipótese de que aqueles pacientes
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que apresentarem melhora significativa da perfusão miocárdica imediatamente a­

pós a angioplastia beneficiaram-se efetivamente do procedimento (significado fun

cional de lesão residual) e provavelmente estarão menos sujeitos ao risco de re-es­

tenose. Tais afirmativas devem, entretanto, ser confirmadas por estudos apropria­

damente planejados com grupos de pacientes não tão selecionados.



7--- CONCLUSÕES GERAIS
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o presente estudo permite as seguintes conclusões:

- quando se utiliza técnica de fracionamento celular en1 cora­

ção de rato isolado e perfundido com possibilidade de ruptura de estruturas intra­

celulares, marcadores do conteúdo mitocondrial correlacionam-se com a concen­

tração de 99mTc-sestamibi, demonstrando, indiretamente a localização intramito­

condrial deste radiotraçador.

- ao contrário de estudos iniciais que indicavam a existência de

ligação de 99mTc-sestamibi à proteína citosólica, o presente estudo não confirma

tal ligação.

- os achados descritos em estudos com culturas de miócitos de

embrião de galinha são estendidos ao estudo de miocárdio intacto de mamíferos.

- o SPECT miocárdico com 99mTc-sestamibi imediatamente an­

tes e após a angioplastia coronariana transluminal percutânea é Illodêlo promissor

para avaliação dos benefícios da revascularização miocárdica e complementa a an­

giografia coronariana neste grupo selecionado de pacientes.

- a melhora> 15% da perfusão miocárdica regional entre o es­

tudo cintilográfico pré- e pós-angioplastia coronariana parece caracterizar grupo

comreperfusão efetiva do território miocárdico sob risco, sendo que estudos com

plementares são necessários para melhor definir este valor e determinar sua capa­

cidade preditiva para a ocorrência de re-estenose da lesão tratada.



8--- RESUMO



- 79 -

o presente estudo objetivou avaliar a distribuição miocârdica

de 99mTc-sestamibi utilizando os modelos de fracionanlento celular em coração de

rato isolado e perfundido, e de angioplastia coronariana em humanos.

Com o objetivo de abordar a aparente discrepância existente en

tre dados obtidos em células em cultura e preparações de corações íntegros, fo­

ram utilizados corações de rato perfundidos através da preparação de Langen­

dorff e perfundidos com hexakis (2-nlctoxi isobutil isonitrila) tccnécio(I) (99mTc­

MIBI). Os corações foram fracionados através de técnica pàdronizada de centrify

gação e as frações contendo 99mTc-MIBI foram correlacionadas ao marcador mi­

tocondrial malato desidrogenase (MDH) e a substratos mitocondriais.

A fração "citosólica" continha 88% (84-96) do total de 99mTc-MIBI, mas também

continha 91 % (89-94) de toda a atividade de MDH determinada através desta nle­

todologia. A análise cromatográfica da atividade na fração citosólica demonstrou

que> 95% deste agente estava presente como complexo catiônico original livre;

sua localização, portanto, não estava relacionada à ligação a moléculas com baixo

pêso molecular. A adição do desacoplador mitocondrial CCCP (5 JlM) aos sedi­

mentos "mitocondrial" e de "fragmentos celulares" liberou até 84% do conteúdo

de 99mTc-MIBI e a adição do substrato mitocondrial succinato (10 JlM) na presen

ça de rotenona (1 JlM) aumentou em 139% o conteúdo de 99mTc-MIBI em rela­

ção ao controle. Estes dados indicam que aproximadamente 90% da atividade "in

vivo" de 99mTc-MIBI está associada à mitocôndria de forma dependente de ener­

gia como um complexo catiônico livre que migra durante o fracionamento e cen­

trifugação.
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Para avaliar o benefício precoce da angioplastia coronanana

transluminal percutânea (ACTP) bem sucedida, foi utilizada a tomografia compu­

tadorizada por emissão de fóton único (SPECT) da perfusão miocárdica com

99mTc-MIBI em nove pacientes consecutivos. O SPECT de estresse miocárdico foi

obtido através do estímulo com marca-passo artificial imediatamente antes da

ACTP e 16 a 20 horas após, sendo que as imagens perfusionais foram obtidas 2 a

3 horas após o estímulo com marca-passo e injeção de 99mTc-MIBI. Re-estenose

foi demonstrada angiograficamente em 3 pacientes, os quais não apresentaram m~

lhora da perfusão após ACTP. Quatro pacientes assintomáticos até 7 meses após

ACTP apresentaram melhora média de 15% da perfusão segmentar após o proce­

dimento. Dois pacientes apresentaram dor torácica após ACTP, sendo que um d~

tes demonstrou patência do vaso tratato e melhora> 15% da perfusão deste terri­

tório. O segundo paciente não apresentou melhora da perfusão (não foi obtida cor.

relação angiográfica). Estas observações preliminares sugerem que o 99mTc-sesta­

mibi é importante complemento à angiografia na estimativa da extensão de miO­

cárdio "sob risco" antes e após a ACTP.



9--- SUMMARY
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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 healts loaded with hexa­

kis (2-methoxyisobutyl isonitrile) technetium (I) (99mTc...MIBI) were fractionated

by a standard differential centrifugation lnethod and fractional contents of 99mTc­

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 analysis 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

JlM) to both "mitochondrial" and "cell fragment" peUets released up to 84% of

99mTc-MIBI content and addition of the mitochondrial substrate succinate (lQJM)

in the presence of rotenone (lIJM) enhanced 99mTc-MIBI content by up to 139%

over the controI. These correlative data from rat hearts indicate that approxima­

tely 90% of 99mTc-MIBI activity in vivo is associated with mitochondria in an

energy-dependent manner as a free cationic complex, but migrates during frac­

tionation/centrifugation.

To assess the early benefits of successful percutaneous translu-
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nlinal coronary angioplasty (PTCA), 99mTc-MIBI Single Photon Emission Comrn

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 99mTc­

MIBI injection. Angiographic restenosis was delnonstrated in three patients at a

later date, and alI of these showed no significant improvement on the perfusion

study after PTCA. AlI four patients asymptomatic at 7 months following PTCA

had an avarege 15% ·improvement in segmentaI perfusion .afier the procedure. In

two patiens symptomatic afier PTCA, one showed angiographic patency and had

> 15% improvement in perfusion, while the second showed no scintigraphic lm­

provement (no angiographic data obtained). These preliminary observations sug­

gest that 99mTc-sestamibi is an iUlportant adjunct to angiography in estimating the

amount of myocardium "at risk" before and after PTCA.
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