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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-
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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



- 53 -

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.



- 62 -

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-



- 74-

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-



- 75 -

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



- 78 -

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
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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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