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PREFACIO



PREFACIO

Desde 1977, quando Pavel et alii ( 9%) publicaram os
priceircs recultados de marcagao dos eritrocitos "in vivo",
usa~ 3o zloreto estanhoso e Tc-99m, pouco se evoluiu neste sen-
tide.

Cor. o trabalho de Armas et alii ¢ 5 ), em 1979, uti-
lizando a técnica de Pavel, modificada, surgiu um novo método,

mais facil e rapido para investigagido esplénica usando Tc-99m.

As vantagens Jesta técnica foram logo evidenciadas
vis<T> o numero de contribuigoes que surgiram na literatura ,
nos anos seguintes (6,23,24,78,128).Nos mesmos, entusiasmados com
4 simplicidace e reprodutibilidade da tecnica, passamos a tes-
ta-la ex nosso servigo ( 17). Porém, como mostra o trabalho de
Ancri e- alii (4), o est#nho administrado "in vivo",e capaz de
redirecisnar o pertecnetato, provocando uma redistribuigao do
mes:>, com atmento da atividade retida pela tiroide, glandulas
sal’vares e plexo coroide, além de reduzir a sua concentragao
nas lesces expansivas cerebrais. Tais efeitos podem conduzir a
falsos resultados em exames subseqllentes, dos pacientes subme-
tidcs a este tipo de investigagdao. A partir destes dados, re -
solw2mos reavaliar a validade do uso, em todos os casos, da
técrica de marcagao "in vivo", e decidimos por iniciar um estu
do =.o sentidc de se obter eritrdocitos marcados "in vitro", pa

ra ¢s estudos "in vivo".
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Ex 184, Welcker, estudanis animais por sangria e sub
sellerte lavagem Jdos vasus sanguinecs, concluiu que o volume de
sa~gue total (VST), em mamiferos, constitui 7,7% do seu peso cor
pcral. Estes valorés foram confirmados mais tarde, para o ho-

me=., Ppor Bischoff (1u42).

Em 1911, Todd e Wiite (12) introduziram a tecnica de
ag-utinagaoc diferencial para avaliagao do VST, trabalhando com
animais. Oito anos mais tarde, Ashby a desenvolveu para o estu-
dc da volemia e sobrevida dos eritrdocitos no homem. Este método
re-uer transfusao de hemacias compativeis, imunologicamente i-
dentificaveis, com posterior coleta de amostras de sangue Jdo
receptor para enumeragao das cé€lulas do doador, através de anti

scro asropriado (10),

Devido as dificuldades técnicas e ao fato de que, com
es<e ri2todo niao se pode estudar o paciente com suas proprias cé

lu_as, a procura de outros métodos se fez necessaria.

Com o desenvolvimento tecnoldgico, a aplicagdao dos
raiioriclideos como tragadores em Biologia e Medicina deu ori -
ge= acs metodos de marcagao das células sanguineas. Estes podem
ser dividides em dois grupos: os que marcam uma populagac homo-
gérea e células durante sua formagdo, e os de marcagao randomi
ca.

59
Dentre os primeiros, estaoc os que utilizam o Fe, a

me=ionina S Se e a glicina marcada com l'.C ou 'H. Estes isd
tcsos s3o incorporados a molécula de hemoglobina no momento de
suz sintese e permanecem na célula durante seu periodo de vida
(12, 13).

Os métodos de marcagao randomica utilizam amostras de

sargue cujas célu.as, de idades variaveis, incorporam o traga -
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dor == siticz enpecificos (93, 98).

Ao ~ontrario daqueles, estes sao de execugdo mais fa

cil e meros demoraca.

Entre os compostos mais amplamente usados para marca
¢ao cas ceélulas sanguineas "in vitro", estiao o cremo-5S1 hexava

51
lente ( CprO.Jiaz) (12).

Cor o trabalho de Gray e Sterling (53) demonstrando
que ¢ crcmato de sodio penetra e se torna fixo no interior dos
eritr3ciztos, surgiu uma nova técnica pera marcagao das células

sanguineeas.

Em vista de sua simplicidade, o método substituiu o
classico de Ashby, permitindo resultadc do préprio receptor por
autotransfusac. Embora tenha sido proposto, inicialmente, para
deter~inzjao ca volemia globular (54), varios outros autores

invesTigzram seu emprego no estudo da sobrevida de hemacias

(34, 35).

Gray e Sterling (53) mostraram também que a membrana

eritrocitaria € permedvel somente a fcrma anionica do cromo

=2 - - .
(Cr0, ). Uma vez dentro da celula, ele e convertido em crt s

por processo de oxirredugao, possivelmente com a participagao

do gratation (1) e nesta forma, incorpcrado a hemoglobina.

A inibig3o da glutation reduzase (1, 74) e da via gli
colitica (107) pelo cromo hexavalente, podem explicar seu efei
to téxico para as hemacias, sendo, por isso, recomendado o uso
de raiiocromatos de alta atividade especifica na marcagao dos

eritr3citos (concentragao menor que 10 ug/rl de cé€lulas)(107).

Pearson e Vertrees (98), Pearson et alii (99) e ...

Pearssn (95), estudando a ligagdo do Cx-51 a hemoglobina, de
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monstraras jue tal ocorre com a rolécula A predominantemente na

cadeia B, = com a hemoglobina F, na cadeia Y.

varios autores mostraram que o Cr-51 elui dos elemen
tns vermellos sanguineos, "in vivo", de forma exponencial (3u,

86, 88), arroximadamente, na taxa de 1% ao dia.

Pearson (96), estudando "in vivo" a eluigao do Cr-51
ligado as h=moglobinas CC, CS e F, relatou ser o indice de per

da maior para a CS do que para as demais.

£ bicdistribuigao do radiocromo foi estudada por va
rios autores (53, 98,107); contudo, em sua maioria, dispensaram
pouca atengzo ac papel da membrana, como elemento ativo na din§
mica de trocas ¢o Cr*‘ e Cr", possivelmente porque sua capaci~
dade de ligazzao 30 Cr+3 seja bastante inferior & da hemoglobina
( 130 ). Uz mcielo de compartimentalizagdo global do Cr-51
"in vivo", fzi proposto por Mdedeiros et alii (84), onde os au-
tores avalia~ a Zistribuigdo do radiotragador acoplado as hema-~

cias e sua dinamica de ligagdo a fragao estromel,

A<2 rezentemente, grande parte das Técnicas de marce
gdo das celulas vermelhas usava o Cr-51 (53, 8¢, 95, 141), po-
réem, devido 2 baixa abundancia (9%) e a alta erergia (320 KeV)
dos fotons em’ticdss por este radionuclideo, tornou~-se improprio
o seu uso nos est.dos "in vivo", com camira de cintilagdo. Além
disso, sua meZa-vida de 27,8 dias excede, em muito, o periodo
necessario A realizagdo de varios estudos e concorre para o au

mento da dose de radiagao absorvida pelo pacien+e (63, 75).

0 ~=-9¢a, um dos radionuclideos mais usados atualren
te, foi introc-izicéy na medicina por Harper et alii, em 1964 (57).
Suas caracterfsticas fisicas (T;/2 =6 horas e Ey = 140 KeV, com abun

dancia de 99,22%) -ornaram-no o elemento de escolha para os
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pr:ocecimentoas liagnosticos em medicina nuclear, principalmente

uezndce-se ciamara de cintilagao (58).

L> ponto de vista quimico, o tecnécio comporta-se de
fcrma semelhante ao Renio (Re), existindo nas valencias +7 a
-1. Er solugao aquosa, as formas mais estaveis sao, a +7 (Tc(?)
er. pH icido ou neutro e a +4% (TcO0.), em pH alcalino (60, 127).
Quznde adminiistrado sob a forma de TcO, , parece ser transpor-

taZo n2 circulagao, pela albumina, ligado mais firmemente do

que o Zodo (61).

Com o objetivo de se aproveitar as vantagens ofereci

da

L[]

pe_o Tc-99m, grande esforgo foi empenhado no sentido de se
cemsegiir mercar eritrocitos com este isotopo, uma vez que pa
ra est:dos ¢inamicos, tais como avaliacgao de'perfusao e fungao
vertrizular, o pertecnetato ou a albumina marcada nao preenchem,
tcTalrznte, os requisitos exigidos, pois estes radiofarmacosdi

fur.der facilmente para o espago extravascular (123),

0 primeiro trabalho neste sentido surgiu em 1967,
quzndc Fischer et alii (u45) propuseram um método para marcagao
e :tilizagac das hemacias em cintigrafia esplénica, usando ...
Tc-39m. Estes autores nao usaram agente redutor no seu proces-
so de zarcagao, incubando as células com Tc-99m por 20 minutos,
aq-ece~do posteriormente a u9,5°C por outros 20 e, em seguida,

infeta~do-as nos pacientes.

Apesar de nao terem relatado a eficiencia de marca-
¢ac conseguida, imagens esplenicas foram apresentadas. Com es
te prec:edimento, Haubold et alii (60) também conseguiram mar-
car heracias, porém, com baixa eficiencia (10%). E entdo, pas
saram 2 testar, sistematicamente, os varios parametros envolvi

dos na reagao, para determinar os fatores que controlavam a ¢
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ficiencia de marcagao o meétodo de Fischer. Apos eliminar al-
guns destes, como vidreria, equipamenfos, composigao do sangue
dos pacientes e origem 3o radionuclideo, restou averiguar o re
al estado do Tc-99m e c¢o sangue, no momento da marcagao. Empi-
ricamente, eles descobriram que o Tc-99m devia ser eluido 30
minutos antes do seu uso, para produzir marcagoes estaveis., Os
autores acreditam que somente o pertecnetato puro possa ser u
sado para marcagao e que o eluato, inicialmente, possui quanti
dades variaveis de tecrécio reduzido, o qual nao &€ capaz de pe
netrar nas hemacias. Além disso, o sangue era deixado em repou
so po 30 minutos, aparentemente para haver deoxigenagao das
cé€lulas antes da adigao do pertecnetato. Todas estas mudangas
tecnicas resultaram no aumento da marcagao para 80 a 90%. Ou
tros investigadores ter.taram reproduzir estes resultados, po-

rém, sem sucesso (91).

Burdine e Legeay (22) procuraram aumentar a marcacao,
adicionando acido ascérbico, peroxido, inibidores sulfidrili-
cos (permanganato e MHP), heparina e por aquecimento do siste-
ma durante 30 a 50 minutos a 50°C. Das c&lulas incubadas ape -
nas com Tc-99m, a atividade era lavada facilmente, reduzindo -
se a menos de 10% apos a Sa. lavagem. A adigao de inibidores
sulfidrilicos e o tratamento térmico resultaram em eficiencia
de aproximadamente 20%, mas com eluigao "in vivo", evidenciada

pela atividade em estorago e colons.

Anghileri (3), usando o método de Fischer, obteve a
penas 0,2% de marcagao. Quando empregou cromato como carreador
para impedir a absor¢ac do Tc-99, sem a adigdo de redutores,

conseguiu 10% de eficiéncia de marcagido.

Ha muito tempo que substancias redutoras vém sendo
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usadas nos processcs de marcagas de agentes quelantes e de par
ticulas com Tc-99: (40, 41, 42). Como o ion estanhoso € um dos
mais fortes redutores do pertecnetato, sendo capaz de leva-lo
aos estados reativos em pH neutro, sua escolha para os métodos
de marcagao dos eritrocitos tornou-se obvia. Estes podem ser

divididos em dois grupos, de acordo com a seqflencia utilizada

para reacao:

1- Adigao de sn** is c€lulas antes do Tc-99m (pre-
tratamento).

2- Adigao de Tc-99m as celulas antes do sn**.

As técnicas de pré-tratamento das células com Sn'?

foram estudadas por Berger e Johannsen (14), Nouel e Brunelle

(90), Schwartz e Krfiiger (115), Bardy et alii (11), Ducassou e

Arnaud (33), Smith e Richards (122), Billinghurst et alii (16)

e Jones e Mollison (71).

Berger e Johannsen estudaram a eficiencia de marca-
L -~ -~ . + + Id - - -
gao em fungao da concentragao de Sn e obtiveram maximo rendi

mento com 0,2 a 0,5 ug de sn** para 4 ml de sangue.

Schwartz e Krliger confirmaram estes resultados e mos
traram que a adig3o de Tc-99m ao ion estanhoso, antes da sua
incubagao prévia com as c€lulas, impedia a marcagao (115).Mais
tarde, varios outros autores, estudando a marcagdo de hemacias
com Tc-99m, relataram a influéncia de outros fatores, como por
exemplo o anticoagulante usado, sobre a concentragao de sn** no
meio de reagao (16, 71). Por outro lado, Nouel e Brunelle usa-
ram grandes quantidades de citrato estanhoso (53 ug ce sn*?) ’

removendo o Sn'' excedente com EDTA, apés o perfodo de incuba-

¢30. Ambos os procedimentos parecem resultar em rendimentos de



marca;’es semeihantes.

lo s:gundo grupo, onde o Tc-9%m & adicionado as ce -
lulas antes do estanho, a eficiencia de marcagac @, geralmen-
te, ir“erior (50-70%) i enccntrada quands o Sn*' @ misturado
previz=ents as células (2, 38, 44). Embora ainda rao esteja
claro > ezato mecanismo de redugao intracelular do Tc-99m, es
te fato pesrece incontestavel, uma vez que as celulas marcadas
na aus23ncia de agente redutor (exemplo sn’*) liberam o Tc-99m
facilrante durante lavagens sucessivas com solugao salina fi -
siologica (22) e a analise do hemolisadc, cCe celulas marcadas
na presenga de Sn*+, demonstrou sua iigasao, predominantemente

com a ~emcglobina (31, 38, 110, 139).

Além dos eritrdcitos, leucocitons polimorfonucleares
e 1linf3citos, fibroblastos, neurcblastos e células tumorais de

varias lirhagens ja foram marcadas com Tc-99 (40, 50, 132).

Zm estudo "in vitro", Hays e Creen (61) observaram
que o ~ecido hepatico concentra o pertecnetato em maior propor
Gao qu2 os demais, embora seu comportamento "in vivo” seja exa

tamen<2 o sposto.

Jarias substancias sao capazes de modificar a biodis
tribuijao do pertecnetato (4, 27, 61, 72, 83). McRae et alii..
(83) c>servaram que a administragao intravenosa de cloreto es
tanhos> seguida pela injegao de de 99m~Tc0s , produzia a mar
cagao "in vivo" dos eritrocitos. Ancri et alii (4) confirmaram
estes restltados e mostraram que além disso havia aumento da
concer.zragio do radionuclideo na tiredicde e glandulas saliva -
res. Porér, quando estudo semelhante foi realizado, usando he

macias marcadas "in vitro", estes efeitos deixaram de aparecer.
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Pavel et alii (2-), introduziram o método de marcagao dos eri
trocitos "in vivc"™. Estes autores, administrando pirofosfato-
cloreto estanhosc por via venosa e posterior injegac de
.99m-Tc-pertecnetato, obtiveram alta eficiéncia de marcagao
das células. Kesultados semelhantes foraa observados por
Patel et alii (93), administrando cloreto estanhoso por via
oral. Usando a técnica de Pavel, Armas et alii (5) desenvolve
ram um método sirplificado para marcagao e subseqliente usoc

das células em cintigrafia esplenica.

Até o presente, o5 métodos de marcaga. 'in vitro"

parecem produzir —~elhores resultados (55, 71, 7, 123, 128) .

A principal aplicagao clinica das hemacias marcadas
com Tc-99m tem si<> en cintigrafia esplenica (6, 22, 39, 45 ,
51, 56, 62, 75, 1{2, 121), porém, com o advento das técnicas
de investigagao cerdiovascular com radiotragadores, os eritrg
citos marcados passaram a ser amplamente empregados, princi -
palmente nos estuccs de fungao ventricular (8, 15, 63, 76,80,
131, 133) e de perviabilidade dos vasos sanguineos arteriais

e venosos (79, 122, 140).
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AVALIACIQ ESPLENICA

A marcagao das hemiacias com radionuclideos, possibili
tou a investigagdo esplenica de forma atraumatica (16, 135,
137, 141).

Quando estas células sao alteradas por processos fisi
cos, quimicos ou imunologiccs (7, 56, 70, 73, 116, 136, 1lu3) ,
passam a ser retidas pelo bago, permitindo sua avaliagao morfo

-funcionai (S, 20, 21, 101, 192, 103, 104).

Estrutura e funcoes esplenicas (

No homem adulto, o bago encontra-se encapsulado por
uma carada de tecido conectivo, de alguns milimetros de espes
sura. Da parte interior, partem iniumeras trabeculas, que divi-
dem o orgdo em maltiplos corpartimentos intercomunicaveis. O
seu parenquima esta divididc, de forma generica, em duas par
tes, a polpa branca e a verrmelha. A arteria esplenica divide
-se no hilo originando as arcérias trabeculares, das quais par
tem as artérias ceutrais que penetram na polpa esplenica. Es
tes vasos, apos varias divisdes, ou vao terminar nos seios mar
ginais da polpa branca ou enrtram na zona marginal da polpa ver

melha através das arteriolas penicilares.

As vias de comunicagdo entre as arteriolas termi-
nais da polpa vermelha e os seios esplenicos podem se fazer ou
diretamente (sistema fechado) ou indiretamente (sistema aber-
to), no qual o sangue flui azraves os corddes esplenicos
(de Billroth) retornando ao espago intravascular por penetra-

¢3o pelas fenistragdes do encotelio sinuscidal,

A figura 1 mostra um diagrama da arquitetura vascu-

lar esplenica.
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Fig. 1 - Diagrama da vascularizagao esplenica
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Dentrs as fungCes esplénicas, a principal parece ser
sua capacidade de2 servir como filtro, irpedindo o retorno de
particulas "estrznhas" a circulagdo sistemica. Estas, podem
variar desde hemz:ias alteradas aAmicrorganismos, particulas
coloidais e monor2ros de fibrina (19, 126). O mecanismo de
extragdo destes el_ementos esta na dependencia das caracteristi-
cas fisico-quimicas do material que os constitui ( 19 ). No qua

dro I estao apres=2ntadas as principais fungdes.

0 indice de captagdo esplénica parece estar relacio
nado ao tamanho <as particulas (126), pois a taxa de extragao
esplénica, de col3dide marcadec (diametro medio das particulas de
Q,4 um) e de aproximadamente 8 a 16 vezes menor do que a taxa

de extragao de henacias marcadas e desnaturadas (diametro...

£ 7 ym) (9, 82, 226).

Em se iratando de hemacias, existe uma estreita rela
gao entre o indice de captag3o esplénica e a flexibilidade das
células, o calibre do vaso a ser percorrido e seu tempo de
permanéncia neste. As células mais rigidas e mais lentas tem
maior probabilidede de sofrerem danos e serem apanhadas pelo
sistema de fagdci<os mononucleares (SFM) (19). Estas observa
¢des estdo de accrdo com os dados sobre destruigao dos eritrdci

tos normais, onde 80 a 90% parecem ser fagocitados pelo SFM.(1u42)

A forra e a deformabilidade das hemacias parecem es
tar na dependéncia da quantidade de ATP e calcio na célula .
Tais condigoes ocorrem nos processos de seniscencia das he
macias "in wvive", e de produgdo deficiente de ATP pelas cé
lulas (como na Zeficiéncia da piruvato quinase), na esferoci
tose hereditaria, anemia falciforme, hipofosfatemia e hipomagne

semia cronicas e apOs estocagem do sangue por periodo prolongad
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CYADRO I
FUNGUZS ESPLENICAS

FUNGOES COMENTARIOS
Filtragao de material Envolve particulas micrcscopicas e
circulante submicroscopicas

A maior concentragao de macrofagos
encontra-se no bago.Fagocitose das

Fagocitose : hemacias pode ser completa,parcial
ou limitada e inclusoes intracelu
lares

Destruigdo das célu - Provavelmente envolvendo células

las sanguineas envelhecidas e plaquetas

Apenas em condigoes patoldgicas na
Hematopoiese vida adulta

Produgao de linfocitos, sob estimu

Linfopoiese lo antigenico
Produgao de Anticor - Frente estimulo antigenico, espe -
pos cialmente antigenos circulantes

Adaptado de Bowdler, A.J., Zlinics in Haematology, 4:231, 197§S,
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(92, 126}.

Va:ios autores (70,126,135, 137 ) estudaram funcional-
mente o t:go. utilizando eritrocitos marcados e desnaturados.
Peters et alii (102) propuseram um modelo composto de 3 com -
partimentcs (fig.2 ) para explicar os resultados da extragao
das celul:zs rarcadas do sangue. De acordo com os autores, as
hemacias Zesr:turadas, ao penetrarem no bago, podem ter seu
tempo de ~rariito intraesplénico prolongado, mas retornando a
circulaga: s:istemica (sequestragao reversivel) ou serem se-

questradas ir-eversivelmente.

Pe>: modelo proposto, € possivel avaliar a fungdo
esplénica glctal, o fluxo sanguineo esplenico e a captagdo ir

reversive. de: hemacias.

No :uadro II estac as principais indicagoes para cin

tigrafia =spl:inica (82, 105, 117, 118, 125).
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1 € ] : 3
K
-
Ka
4._
K2 ' N
< -
2

Figura 2 - Fungao esplenica.
Modelo tricompartimental.
K representa a constante de sequestragao
irreversivel, das células desnaturadas.
Ky - constante de sequestragao reversivel.

K2 - constante de entrada na circulagao,
das celulas que foram sequestradas
reversivelmente.

(Acaptado de Peters, A.M. et alii, 1G2)



rd I8

QUADRO II*

INDICAGOES PARA CINTIGRAFIA ESPLENICA

1 - AVALIACAO DE MASSA NO HIPOCONDRIO ESQUERDO

2 - LOCALIZAGAO DE LESOES ESPLENICAS, EXPANSIVAS

(abcessos, neoplasias, hematomas)

3 - INVESTIGAGAO DE BAGO ACESSORIO

4 - INVESTIGAGAO DO VOLUME ESPLENICO

5 - INVESTIGAGAO DA POSIGAO (SITUS INVERSUS, AESPLENIA)

6 - INVESTIGACAO DA FUNGAO ESPLENICA

# Maynard ( 82)
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CATITULO II

MARCAZ30 DE ERITROCITOS HUMANOS COM TECNECIO -

99 me-a estavel

1 - MATERIAIS E METODOS

1.1 - Obteng3o das células: O sangue era colhido de doado

res saos, por pungao da veia
cubitzl ou basilica de um dos bragos, em um frasco a
vacuo, estéeril, contendo ACD* (na proporcaoc de 4 ml

de sargue para 1 ml de ACD). (87),.

1.2 - Drogas nao radioativas

1.2.1 - Cloreto estanhoso:

1.2.1.1 - Pirofosfato de Sodio contendo Clo-

reto estanhoso (PPi - SnCl,)

Este material foi fornecido por ...
Mallinckrodt Inc. (USA), sob a forma de pre-
parado liofilizado, contendo 12 mg de Piro-
fosfato de Sodio e 3,4 mg de cloreto esta-

nhoso.

Esta fonte de cloreto estanhoso foi

usualmente empregada nos estudos realizados.
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Nac experiencias em que se utilizou outra fon

te, encontram-se indicadas as alteragoes.

Para cada experimento, o frasco con
tendo a preparacao de PPi-SnCl, era diluido em
5 ml de Solugao estéril e apirogenica (injeta
vel) de NaCl (,9%. Desta solugao eram feitas
diluigdes sucessivas em salina fisioldogica pa
ra concentragoes finais de 0,068; 0,68; 3,4;
6,8; 68; 340 e 680 pug/ml. Para todas as dilui
¢oes eram utilizados frascos a vacuo e esté -
reis, para se evitar a oxidagdo do ion estanho

so e a contaminagao do sangue a ser marcado.

%« ACC - Kcido citrico (0,48g), citrato (1,32g),glicose (1,47g)
e agua destilada para 100 ml de solugdo. Produzida por

Laboratério Don Baxter S.A., Industrias Quimicas.
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1.2.1.2 - Cloreto estanhoso "Cristais"”

Este material foi obtido de J. T.
Baker sob a forma de sal bihidratado .......

(SnClz .2H20) .

Solugoes nas concentragoes usadas
do PPi-SnCl, eram feitas em Salina fisiologi
ca estéril e apirogénica, preparadas imedia

tamente antes do uso (solugao fresca).

EAcido Dietileno pentacético (DTPA):

Material fornecido por Charles e Frost (Cana

da) s:b a forma de preparado liofilizado, contendo

25 mg de CTPA e 2,7 mg de cloreto estanhoso.

Diluia-se o conteudo do frasco em solugao

de Nall 0,9%, para uma concentragao final de 2,5 mg/

/w1l d= DTPA e 0,27 mg/ml de cloreto estanhoso, momen

tos a~tes do uso.,

1.2.3 - Substancias anticoagulantes:

a. Citrato de Sodio P.A.,produzida por Merck

S.A., Industrias Quimicas.

b. Oxalato de Potassio, fornecido por Carlo

Erba S.A.

¢. Etilenodimetiltetracetato de Sodio (EDTA),
do Laboratorio Reagen, Indistrias Quimi~

cas Ltda,



d. Solugdo anticoagulante ACD, do Laboratd

rio Baxter S.A.

e. Heparina sodica, fornecida por Laborato
rio Roche S.A., em frascos de 5 ml con

tendo 5.000 UI/ml, (50 mg/ml).

1.2.4 - Acido Ascorbico, Merck S.A.

1.2.5 - Cloreto de Calcio P.A.,do Laboratério Merck

S.A., Indistrias Quimicas.

1.2.6 - Hemoglobina, do Laboratério Merck S.A., In

dustrias Quimicas.

1.2.7 - Acetona, Reagen, Industrias Quimicas Ltda.

Drogas Radioativas

1.3.1 - Tecnécio - 99 meta estavel (99m-7¢):

0 99m-Tc era obtido sob a forma de
pertecnetato de Sodio (99m-TcO,Na) por eluigido em
Solugao de NaCl 0,9%, de geradores de 99Mo + 99m-Tc,

fornecidos por Mallinckrodt, Inc., (USA).

1.3.2 - Cromato de Sodio (Cr-51)

0 Cr-51 (CrO.Naz) foi fornecido pelo IPEN -

Sac Paulo.
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1.4 = Juzros

1.5

1.t.1 - Membranas de dialise, de Sigma Chemical

Company, referéncia n? 250,

1.t.2 - Filtros millipore 0,22 uym, diametro medio.

Equipamentos

1.5.1 - Cintilometro

A radiometria gama das amostras era feita
em um sistema de contador de pog¢o com cristal de
ioésto de sodio (ativado com T1), acoplado a ampli

ficador e escalimetro (Espectro Scaler II - Picker).

1.£.2 - Agitador de amostras (Micronal)

1.5.3 - Centrifuga Luferco (modelo 40308)

1.8.4 - 4Aparelho para Eletroforese com fonte de

100 mA e densitometro Cellomatic 2 (Strumenti

Scientifici S.p.A., Italia).

1.5.5 - Banho-Maria Fename

1.£.6 - Tubos para Contagem medinde 47 mm de altura
x 11 mm de diametro, e 1 mm de espessura das

paredes, providos de tampa com rosca.
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Z3enica experimental:

>.6.1 - Marcagao dos Eritrocitos

Do sangue colhido er solugao ACD eram reti
radas aliquotas de 3 ml e transferidas para frascos
: vacuo, estéreis. A seguir, adicionava-se 1 ml ge
:olugao de PPi - SnCl, nas concentragoes indicadas.
- mistura era incubada a 37°C em banho-maria por 60
zinutos e os frascos agitados suavemente por 10 se
zundos, a intervalos de 10 minutos. Como controle
eram incubados 3 ml de sangue com 1 ml de salina fi

:iologica.

Ao final dos 60 minu<os, eram adicionados
*,5 ml da solugao de pertecnstato de sodio contendo
230 uwCi de 99m-Tc. A incubag3o era mantida nas con

zigoes acima descritas por mais 10 minutos.

A mistura era, entao, centrifugada a 600 x
£- Retirava-se aliquotas de 25ul da fragao plasmati
:a e celular, que eram colocadas em tubos de conta
z2m contendo 1 ml de agua destilada. A contagem das
zmostras foi feita em cintilador de pogo com cris
-al de Nal (T1), ajustado para energia de 140 keV,
5>m janela de 20 keV, O temp> de contagem para cada
zmostra foi escolhido de forma a se obter um coefi

ciente de variagao percentual (% Cv) de 1%.

A eficiencia da marcagiao dos eritrocitos

51 calculada de acordo com a formula (78).

o BTG o R
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SEM = (cpn Hemacias - cpm RR)

(~pm Hemacias-cpm FR) + (cpm plasma-cpm RR)

Modificagoes técnicas, quando realizadas,

encontram-se indicadas na experiencia.

RR - Rediagao residual.

Todos os recipientes contendo material ra-
diocati+vo eram mantidos em protetores de chumbo, de
acordo com as especificagoes das normas de Protegao

RadiolZgica da CNEN.

1.6.2 - Lavagem das hemacias marcadas

Apos a marcagao, as celulas eram submetidas
a 4 lavagens sucessivas, com solugao de cloreto de
sodio ,9%. Para isto, depois da primeira centrifu
gagao a 600 x g, o plasma era retirado e o hemato-
crito reconstituido com solugdo de NaCl C,9%. Repe
tia-se a centrifugagao nas condigoes acima descri-
tas e ¢o scdrenadante e sedimento retiravam-se ali
quotas de 2 pul que eram transferidas para tubos de
contagem contendo 1 mi de agua destilada, os quais

eram csntados no cintilometro.
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1.3.3 - Cinética de Incorporacao do 99m-Tc

Para a medida da incorporagac do 99m-Tc pe
lcs eritrocitos, as celulas eram incubadas com
PFi-ScCl,;, por tempos diferentes (S5 e 60 minutos).
Arostras de 0,5 ml de sangue eram retiradas nos tem
pcs de 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9 e 10 minutos
ar3s z adigao de 99m-Tc e transferidas para tubos a
vézuo, contendo 1 ml de solugdao de CTPA, mantidos a
4€2. Lmostras-controle foram colhidas nos mesmos tem
pcs e zondigoes, substituindo-se o CTPA par 1 ml de

scliuges de NaCl 0,9%.

Imediatamente apés a coleta, os tubos eram
centrifugados a 600 x g, transferindo-se,entdo, ali
quctas de 25 ul do sobrenadante e dc sedimento para
tusos ie contagem, contendo 1 ml de agua destilada,
sendo em seguida, contados de acordec com as condi

gC2s c2scritas no item 1.6.1,

1.2.4 - Analise da Fracio Celular

Do sangue com anticoagulante (ACD) eram re
tiradcs 3 ml e o restante centrifugado a 600 x g.
Secarava-se o plasma e, as células, adicionava-se
sa’ina fisioldgica, reconstituindo ¢ hematdcrito i
nicial. Apos centrifugagdo nas condigdes acima des
critas, desprezava-se o sobrenadante e repetia-se a

operag¢io por mais duas vezes.

Ao final, 1 ml do sedimento celular era se
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paradc e o volume restante hemolisado em igual vo
lume de agua destilada, por agitagao vigorosa du
rante & minutos. Do hemolisado, 3 ml eram retira
dos e cs demais, passados em filtromillipore ......

0,22 ur.

0 sangue total, a fragao hemolisada e a fil
trada eram incubadas com PPi-SnCl; de acordo com

a técnica descrita no item 1.6.1.

Ao final do periodo de marcagac com 9%9m-Tc,
as frac¢des, hemolisada e filtrada, eram diluidas
10 vezes em 3gua destilada e aliquotas de 25 ul se
paradas e acrescidas com 1 ml de TCA 10%, a frio.
Depois de agitadas e centrifugadas a 800 x g, sepa
rava-se o sobrenadante e o sedimento era ressuspen
so em Zgual volume de solugao de NaCl 0,9%, por a
gitagac mecanica. Amostras de 25 ﬁl eram, entao,

retiracas de ambas fragoes para medida da radioati

vidade.

Solugao de hemoglobina na concentragao de
4,8 g/130 ml (diluigao em solugao de NaCl 0,3%) e
ra subretida ao mesmo processo de marcagao com ...
99m-Tc. Apdos precipitagdo com TCA a 10%, a frio,
as amostras eram centrifugadas nas condigoes ja
descritas, e aliquotas do sobrenadante e precipita

do contadas em cintilador de pogo.

Das hemacias lavadas, submetia-se 0,5 ml a
hemolise por adigao de 1 ml de agua destilada e
0,5 ml de Tolueno. Depois de agitada vigorosamente

e centrifugada a 800 x g, separava-se a fragido su
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t2ri.r (hemoglobina) para analise por eletroforese

en azetato de celulose (8l), e o estroma era res-

suspenso em 1 ml de solugao de NaCl 0,9%.

A medida da radioatividade na fragao de mem
*ranz e na do hemolisado era feita em aliquotas de

230 ul1 e corrigida para o volume inicial.

Eletroforese de hemoglobina em acetato de

celulose:

A - Reagentes:(81)

A.1 - Tampao Tris-Glicina.
A.2 - Solugao corante de Ponceau-S.

A.3 - Acido Acetico 5%.

B - Equipamentos:

o
L ]
-
|

Cuba para eletroforese.

[~ -]
N
{

Fonte para 100 mA.

Densitometro.

w

.

w
[}

o o)
.
F
1

Suporte - Fitas ce acetato de ce

lulose

C - Tecrica:

Aliquota de 1,5 pl do nemolisado era a
plicada na fita de acetato de celulose., Depois de
montada sobre os suportes da cuba com as extremida
des imersas na solugac tampao, ligava-se a fonte
estabelecendo uma corrente de 10 mA entre as suas
extremidades. A corrida eletroforética durava U5

minutos. Ao seu término, as fitas eram colocadas
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pPara ccorar em colugao corante ¢e Ponceau-S, por 10
minutcs, para clareamento. A leitura de concentra
g3o erz feita em densitometro e a radiometria das

bandas coradas, em cintilador de pogo.

1.6.5 - Analise da fracao plasmatica:

Depois de centrifugar a 600 x g, separava-
-se a “ragac plasmatica de cada amostra de sangue
tratadc com diferentes concentragoes de PPi-SnCl,,
as quais eram submetidas a dialise, cromatografia

e tratemento com acido tricloroacético.
1.6.5.1 - Dialise

Do plasma separado, amostras de
0,5 ml era dialisadas em becher contralO0 ml
de agua destilada por 270 minutos. O banho
de didlise era trocada periodicamente e,
nesse momento, o saco de dialise era colo
cado em tubo de ensaio e contado ém cinti

lador de pogo.

1.6.5.2 - Cromatquafia

Aplicavam-se aliquotas de 1 ul
da fragdo plasmatica em papel Wathman n? 1
(fitas com 10 cm de comprimento por 2 ocm
de largura), que eram colocadas na camara

de cromatografia contendo acetona como sol
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vente. Ao final da corrida cromatografica,
as fitas eram deixadas a secar e cortadas
em fragmentos de 1 cm de comprimento. Como
controle, usava-se amostras de pertecneta

to com atividade semelhante a do plasma.

A radiometria dos segmentos da

fita era feita em cintilador de pogo.

1.6.5.3 - Precipitacao com Acido Tricloro

Acetico (TCA)

Em tubo de ensaio com 1 ml do
plasma adicionava-se igual volume de TCA
10% a frio. 0 tubo era agitadoc manualmente

e centrifugado a 800 x g.

Removia-se o sobrenadante, fra
gao acido soluvel (FAS) e o precipitado,
fragdo acido insoliivel (FAI), era ressus
penso em agua destilada, com o auxilio do
agitador mecanico. Amostras de arbas fra

goes eram submetidas a radiometria gama.
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1.7 - Anticoagjlantes:

Parz esta etapa_do trabalho, colhia-se o sangue, em
serirza cintenZo o anticoagulante, que, em seguida, era di
vidié: er aliquaotas de 3 ml para posterior incubagao com

conce-tri;oes crescentes da droga usada.

QUADRDO I
ANTICOAGULANTES USADOS

Anticczgulznte Concentragac sanguinea experimental
(mg/ml)

CITRATC DE 35DIO 9,0 30,0 51,0 9,0

OXALATC 2,2 12,2 35,5 102,0

EDTA 6,0 12,4 36,0 102,0

HEPARIN- SCIICA 0,3 12,5 62,5 15,0

-2
1.8 - Mar:acao com CrO.:

A marcagao dos eritrocitos com Cr-51 foi realizada

conforme a técnica recomendada pelo ICSH, 1980 (67).
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2.1 - Concentragao de Clcreto estanhoso:

A figura 1 mostra os resultados obtidos usando va
rias concentragoes de PPi-SnCl,. E interessante notar que
a eficiéncia de incorporagdo de Tc-99m pelas hemicias cres
ce com o aumento da concentragdo de PPi-SnCl, até certo 1i
mite, quando hi uma espécie de saturagao, decrescendo pog
teriormente a niveis inferiores aos iniciais. Na mesma fi
fura estao representados os resultados obtidos com cloreto

estanhoso, em solugao recém.preparada.

P>demos observar semelhanga entre as curvas, indican
do que apenas o cloreto estanhoso do PPi-SnCl, parece to-

ra» parte na reagao.

A andlise estatistica por comparagao das medias (295),
pela distribuigao t de Student, n3ao demonstrou diferen¢a
significativa, para * = 37,05, entre os resultados obtidos
com as concentragoes de 3,4 e 6,8 ug/ml de PPi-SnCl; e 3,4

1,7 e 0,68 ug/ml de SnCl,.

A incubagao com solugao de NaCl 0,9% no 1lugar de

PPi-SnCl,;, resultou em eficiencia de marcagao em torno de

50% L]
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100

EFICIENCIA DE MARCAGAO (%)

1073 107 10" 10° 10 10?
[Sn Ciz]x 6,8 g/ mi

Fig. 1 - Incorporagao do Tc-99m pelos eritrocitos tratados com
PPi-SnCl,.
Efeito da concentragao do PPi-SnCl,. |
Condigoes experimentais descritas no item 1.7.
PPi-SnCl,( o ), SnCl, ( @ ), (X ¢t 1S, com n = 7).
Concentragoes de PPi-SnCl, usadas (ug/ml):
0,068; 0,68; 3,4; 6,8; 34; 68; 680,
Para o SnClz; , foi testada a concentragao de 1,7 ug/ml,

além das demais e deixada de testar a de 680ug/ml.
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2.2 - Lavagem Zas celulac marcadas:

Sendo a eficiencia de marcagao representativa da 1i
gagao do Tc-9¢x as celulas, lavagens sucessivas com solu

gao de NaCl 0,3% nao deveriam alterar o resultado inicial.

A figura 2 mostra, entretanto, que, com as concentra
¢oes testadas, superiores e inferiores a 6,8 ug/ml de ...
PPi-SnCl,, mulziplas lavagens das células marcadas provo-
caram redugao progressiva dos niveis de radiocatividade ce
lular, indicancdo que o Tc-99m encontrava-se ligado fraca-

mente as cé€lulzs ou fazendo parte do meioc extracelular.

Com relazao aos controles, a atividade era reduzida
exponencialmen<e com o numero de lavagens, atingindo wvalp

res inferiores a 10% apos a 5a. lavagem.

2.2 - Tempo de Incubacao com cloreto estanhoso:

Se a penetragdo do estanho (Sn**) nas hemdcias ocor
resse instanta—eamente, a eficiencia de marcagao com Tc-99m
nao deveria se modificar com o tempo de incubagdo das célu-
las com PPi-Snll,;. Contudo, a curva de incorporagao (Figu-
ra 3 ), com tezpos crescentes de tratamento das células com
PPi-SnCl,, mos~ra que a incorporagao do Tc-9Sm aumenta em
fungdo do temp: de incubagao, com uma constante de reagao

1

(k;) igual a 0.93 min~ , até os 60 minutos, quando entio,

o sistema enco-tra-se praticamente em equilibrio.
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N _x100

1 2 3 4 5
NUMERO OE LAVAGENS

Fig- 2 -

Zri-rccitos marcados com Tc-929m.

Zfeizo do nlimero de 1lavagens com solugao de
NaCZ 0,9%.

Coniigoes experimentais descritas no item 1.7.
Cél.las tratadas com PPi-SnCl, nas concentragoes de
(ug =1): 680 ($); 68 ( @ ); 6,8 (O); 0,68 ($)

3,023 ( 0o ); e com solugao de Na C1 0,9% (m®).
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EFICENCIA DE MARCACAO (%)

ol I L3 L] L) L v 1 ¥ L) 1] L] ¥ | J

80 100 120
TEMPO {MINUTOS)

Fig. 3 - Incorporag3c do Tc-39m pelos eritrdocitos tratados com
PPi-SnCl,.
Efeito do tempo de incubag3o , (X ¢t 1S, comn = 4),
Condigoes experimentais descritas em 1.7.

PPi-SnCl; (§ ) e NaCl (e).
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2.4 - Tempceratura de incubagao: . = ;
- 8/A

Um dos fatores rais importantes na viabilidade des e
ritrocitos marcados € a temperatura de incubagao das celu -
las.

A figura 4 mostra a variagao da marcagao com a tempe
ratura. A incorporagac aumenta com a temperatura de incuba

g30 até um limite maximo de 50°C. Em temperaturas superio-

e

res, as modificagoes roleculares sao tais que se inicia um

processo de hemolise "in vitro".

Na figura 5 sao mostradas as alteragoes morfologicas
observadas ao M.0., em distensoes de sangue com ACD e ...
SnCl; (6,8 ug/ml), mantidas a temperatura ambiente, a 37°¢
por 60 minutos e a 45°C por 30 minutos, depois de incubadas
previamente a 37°C por 60 minutos (Coloragio pelo método de

Wright) (142),

A temperatura ardbiente por 120 minutos, nao houve mo
dificagao em grau apreciavel da forma das células. Incuba-
gao a 37°C por 60 minutos foi capaz de produzir discreta a

nisocitose com poicilocitose.

2.5 - Volume de Reacao:

A relagao entre a concentragao de ion estanhoso e o
nimero de células no sistema de marcagdo com 99m-Te foi es
tudada por alguns autores (16, 123). Ducassou & Arnaud (33)
usando Pirofosfato com cloreto estanhoso, verificaram que
esta relagio deve ser da ordem de 0,15 ug de Sn'*/ml de san

gue, a fim de se obter um rendimento de marcagdo acima e
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4 16 37 49 58 &% TEMPERATURA {Oc)

Fig. 4 - Incorporagao do Tc-99m pelos eritrocitos.
Efeito da temperatura de incubagao.
Condigoes experimentais descritas em 1.7.

(Cada ponto representa a media ¢ 1S, com n

b).

1Y



Figo 5 -

Zstudo morfoldgico ao microscopio optico.

Zfeizo da temperatura de incubagao.

ApOs incubagao com PPi-SnCl, (6,8 pg/ml) a tempera
Ture aﬁbiente por 60 min. (A), apos incubagao a
37°C durante 60 min. (B) e depois de incubadas a
35°C, apds 60 min. a 37°C (C).

Zncuagac a 45°C por 60 min.(D).



TaBELA 1 INFLUENCIA DO VOLUME DE REAGAO % SOBRE
A EFICIENCIA DE MARCACKO DOS ERITROCITOS
TRATADOS COM 1mi de PPi-Sn Cls (6,8ug/mi )

' VOLUME DE EFICIENCIA DE
REACAQ(mI) MARCACAO (%)
2,0 64
2,9 [4)

3,9 84
4,3 935

#0 VOLUME DE PPi Sn Clz {1mi) e 99My (0,5 ml)
FORAM MANTIDOS CONSTANTES.
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95,5%.

Com o objetivo de determinar a relagao entre os volu
mes d= sargue, de PPi-SnCl, (6,8 pg/ml) e de pertecnetato,
procuramos medir a eficiencia de marcagao, variando o volu

me de sangue e mantendo constante os demais.

A tzbela 1 mostra que a eficiencia de marcagao aumen
ta cox o volume de reagao ( 1 ml de PPi-SnCl,, 0,5 ml de
pertecnetato e volume variavel de sangue), atingindo cifras
superiores a 90%, com 3 ml de sangue. Estes resultados con

firmar. os encontrados na figura 1.

2.6 - linética de incorporacio do 99m-Tc pelos eritrocitos

humenos:

“tilizando a técnica descrita por Calahan e Cols.
( 23), prc-uramos estudar a capacidade ce incorporagao de
99m-Tc por eritrocitos tratados "in vitro" com PPi-SnCl,,

em dif=srerzes tempos.

A fizura 6a mostra a incorporagao de 99mfc pelas cé-

lulas =m s>lugdo de Na Cl 0,9% e de DTPA ‘2,5 mg/ml.

Zom %aCl, solugao 0,9% a eficiéncia de marcagdo atin
ge valcres acima de 90% dentro do primeiro minuto, permane
cendo zonszante até 10 minutos apdos. Entretanto, a incorpo
ragao =m meio contendo DTPA ndo & tao rapida, elevando-se
de 82% aos 0,5 minutos a 96% aos 5 minutos, evoluindo rela-

tivamer~te estiavel a partir deste ponto.

~ inzubagao das células com PPi-SnCl;, por § e 60 mi

nutos, res:ltou em diferentes indices de incorporagao do
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Tc-99%m, ao observarmos a primeira fase das curvas (Fig.6d).

Tal processo ocorre como uma reagao de primeira or-

dem (138), a qual pode ser descrita matematicamente como se

segue:
dx = k, (a-x)
dt
ax_ . x, 4t
(a-x)
dx = k,; Jfdt
(a-x)
1n a : ok, 1
a-x
ou
" a
ky t = H3xlog = g o 2303 4., 2
Tt

Onde a representa a ccncentragao inicial do  pertecnetato
(Tc-99m), x, a concentragao do produto formado, ou seja,...

Tc-99m-ligado aos eritrocitos e k, a constante de reagao.

Como podemos ver na figura 6b, o valor para k dupli-
cou entre 5 e 60 minutcs, indicando o aumento da eficiéncia

do sistema em incorporar Tc-99m.
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a - € a -oncentragao inicial do substrato, representado,

no ncsso caso, pela concentragao de 99m-TcO.Na.

b - & a guantidade do produto formado, ou seja, a concen

tragZo de 99m-Tc ligada aos eritrdcitos.
ki1~ € a constante de reagao.

Entrezatnto, na pratica, as medidas foram feitas a in

tervalos Ze tempo a partir de 0,5 minutos.

Neste caso,

K, = __243__ logio Cy
t - t, Ca

Onde 2, & a concentragdo do substrato no tempo t; e

C; a concentragao c¢o substrato no tempo ta.

A constante de reagd3o € duplicada entre os tempos de
5 e 60 mirutos, indicando a ativagao do sistema neste in

tervalo de tempo.

2.7 - Atividade de 99m~-TcO.:

Um dos fatores de grande importancia no erprego de e
ritrocitos marcados, € o nivel de radiocatividade que s3o

capazes de carrear.

Para a2 medida do volume globular circulante ou da fra
¢ao de eje;ao ventricular, a atividade de 99m-Tc usualmen

3
te empregaza, difere de um fator da ordem de 10 .
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Fig. 6a - Ziné-ica de incorporagdo do Tc-99m pelos eritrdcitos.
Zfei-o do tempo de incubagao com Tc-99m.
ZoncigGes experimentais, semelhantes ds descritas no
Zter 1.7.
~pos a adigao do Tc-99m, amostras do sangue foram co
~hidzs em colugdo de DTPA, 2,5 ug/ml (a) e em solugao

Ze NzCl1 0,9% (b). (X £ 1S, comn = 6).
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Fig. 6t - Cin€tica de incorporagao do Tc-99m pelos eritrocitos
tratados com PPi-SnCl; durante 5 ()} ) e 60 ( o )
rin., a 37%c.
Para 5 min. de incubagao, Tj/2 = 1,5 min, e k = 0,43
zin” e T i/2 = 0,8 min., k = 0,8 min. para 60
rin.

Cada ponto representa a média de 3 medidas experimen

tais.
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Fig., 7 - Incorporégéo de Tc-99m pelos eritrocitos.
Efeito da atividade de Tc-99m.
Condigoes experimentais descritas em 1.7.
Cada ponto representa a média de 3 medidas experi -

mentais.
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Jonziderando que o nimero de cé€lulas marcadas enpre
gadas ~os varics estudos praticamente nao se modifica (8,
15, 49, 63, 71, 109), a determinagao da atividade de ...
99m-Tc possivel de ser usada no sistema em estudo passou

a ser relevante.

Para testar a influéncia da atividade de 99m-Tc
sobre sua incorporagio pelos eritrocitos, utilizamos ...
Tc-99m de todo o periodo util do gerador. Exceto a ativi
dade de 99m-TcO., os demais parametros da reagao foram

mantidcs constantes.

A figura 7 mostra a eficiencia de rmarcagao com dife
rentes atividades de 99m-TcO.. A variacao da atividade de
Tc-99m de C,1 a 4 mCi n3c provocam modificagdes na efici-

encia c¢2 mercagdc.

Estes resultados estao de acordo com os achados por

Smith & Richards (123) e Ducassou & Arnaud (33).

2.8 - EZuic3o do 99m-Tc¢ "in vitro":

Estucos sobre volume globular circulante, perda o-
culta de sangue, fragao de ejegao ventricular e investiga
gao placentiria com radiofarmacos, tém como premissa a 1i
gagao estavel entre o radionuclideo e o seu transportador

(60, 71).

Para avaliar o grau de estabilidade "in vitro" da
ligagao do :9m-Tc aos eritrdcitos, procuramos manter  as
células narcadas a 37°C por 24 horas consecutivas, Neste
periodo, re-iravam-se aliquotas para medicas radiométri -

cas.
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A figura 8 mostra a estalilidade da marcagao no re
riodo estudado. Estes resultados estdo de acordo com os a

chados por Ducassou & Arnaud (33).

A estabilidade ca marcagao por 24 horas e suficien
temente longo, haja vista o tempo de realizagao dos estu

dos "in vivo" (6, 22, 45, 56, 75).

2.9 - Hematocrito:

A influéncia do hematocrito sobre a eficiéncia de
marcagao foi descrita por Calaham et alii (24). Estes au
tores relataram o aumento da eficiencia de mrarcagao dos

eritrocitos com a elevagao do hematocrito.

Para verificar se ¢ mesmo ocorria no sistem2 "in vitxd'
procuramos reproduzir hematocritos crescentes a partir de
plasma e hemacias do r.esmo doador, lavacas por 3 wvezes com

solugao de NaCl 0,9%.

A figura 9 mostra que, para hematocritcs abaixo de
50%, a eficiencia de marcagao praticamente nas se altera,
ao contra rio do que ccorre com o aumento do hematocrito

acima de 50%.

Como a maior parte dos pacientes submetidos a estu
do pela técnica descrita possui hematScrito abaixo de 50%
(exceto os policitémicos), admitimos que o hematdcrito e
xercera pouca influéncia no resultado final da marcagao ,

pelo menos na maioria dos estudos.

2.10 -Concentracao plasmatica:

A grande parte dos estudos de marcagac de eritro-
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Fig. 8 - Estabilidade da marcagao "in vitro".
Condigoes experimentais semelhantes as descritas em
1.7.
As cé€lulas foram mantidas a temperatura de 37°C, pe
lo periodo de 24 horas. Cada ponto representa a mé-

dia de : medidas experimentais.
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EFICIENCIA DE MARCACAOD (%)

v .

O 125 25 50 100
NEMATOCRITO (%)

Fig. 9 - Inccrporagao do Te-99m pelos eritrdcitos.
Efeito do hematocrito.
ConZigdes experimentais descritas em 1.7.
Cadz ponto representa a média de 3 medidas experimen

tais.
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citcs "In vitro", utilizando ceélulas previamente tratadas
com :loreto eztanhoso, relata como rerdimento maximo de
marc:gac, valores entre 90 e 97% (5, 16, 11, 33, S1, 59 ,
71, 30, 123).

Ccmo o hematocrito usualmente encontrado (u0-u5% )
nao rareze influir de forma a explicar a dificuldade em
se aTingir 100% da eficiéncia de marcagao, procuramos es
tudar a influencia do plasma neste prccesso, uma vez que
vari>s zutores, para aumentar a ativicdade especifica, pro
curaram lavar as hemacias depois de marcadas (71) ou di
luir toés o sistema com solugdo isotorica (123) ou lavar
as c2lulas com quelantes de Ions como o EDTA, apds a incu

++

bagzz ccm o Sn' 0 (7, 90).

Pzra isto, procuramos manter o hematdcrito constan
te e abeixo de 50%, modificando a concentragao plasmatica
com solujao de NaCl 0,9%. A figura 10z mostra que a marca
¢ao -varia inversamente a concentragaoc plasmatica, indican
do ¢.e, nestas condigbes, a concentragao do plasma exerce
maicr irfluencia sobre a incorporagac do 93m-Tc pelos eri

trocitos do que o hematdcrito.

Quando a diluigcao do sangue € feita em solugao ACD,
tenc: ccmo controle o sangue diluido em solugao de ...
NaCl 0,9%, verifica-se que o rendimento da reagaoc € supe
rior em -eio contendo salina, com um rnivel de signific%g
cia Ze 12%, comparando os valores enccntrados para dilui

¢oes com 2,5 ml. (Fig. 10b).

2.11 - Fracao Celular:

0 =ecnécio-99m ao ser incorporacds pelos eritrocitos

se lZga oredominantemente a molecula ce hemoglobina, na
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Fig. 10a - Incorporagao do Tc-9%m pelos eritrocitos.

Efeito da concentragido plasmatica.

CondigCes experimentais semelhantes as descritas

em 1.7.

Cada ponto representa a média de 3 medidas expe-

rimentais.
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Fig. 10b - Incorporagao do Tc-99m pelos eritrocitos.
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Efeito da diluigao do sangue com solugdaoc ACD (-#-)

e com solugdo de NaCl 0,9% (#). (X ¢ 1S, com n
= 4),

Condigoes experimentais descritas em 1.7.
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razjo de 2%:1 nas cadeias B : «,

Na figura lla esta rerresentada a distribuigaoc do
99r-Tc presente no material submetido a eletroforese em

acetato de celulose.

0 retardo na migragao de parte do material aplicado
a fita e a possivel dissociagao de pequena fragao do
99r-Tc durante a corrida eletroforetica, podem ser os res
ponsaveis pela presenga de 29m-Tc fora da banda de hemo

globina A.

Na tabela 2 estao os resultados da marcagao de célu
las integras, fragdo hemolisada, fragao filtrada e hemo-

globina padrao.

A figura 11b mostra a distribuicao relativa do
3Sm-Tc em eritrGcitos marcacos conforme téénica aqui des

crita.

0 predominio da atividade ligada a hemoglobina esta
de acordo com os resultados encontrados por Dewanjee et

alii e Rehane et alii (31,110).

2.12 - Fragdo Plasmatica:

2.12.1 - Dialise:

0 Tecnécio-9%m sob a forma de Pertecnetato
de SGdio ou ligado a pequenas moléculas, difunde-se
facilmente através de membranas dialisadoras (2,
129), tendendo a condigdo de equilibrio entre o com
partimento interno e externo. Mantendo-se a concen

tragao externa infericr a interna, a radioatividade



TABELA 2 MARCAGAO DE ERITROCITOS, FRAGAO HEMOLI-
SADA, FILTRADA E HEMOGLOBINA PADRAO.

HEMOGLOBINA

SANGUE FRACAQ FRACAO  PADRAO (4,89/100mi)
TOTAL  HEMOUSADA  FILTRADA  (COM Sn**)(SEM Sn**)
FRACAO Ac SOLUVEL 32 600 41800 47200 883500
{Com /mi)
FRACAO Ac INSOLUVEL 92 400 88000 51900 7800
{ Com/mi)
EFICIENCIA
DE MARCACAO 92% 74 % 68% 52% 8%

CADA VALOR REPRESENTA
A MEDIA DE 2 EXPERIENCIAS

61.



83%
Tc-99m

CONCENTRACAD Wb

Fig. 1la ~ Zle-roforese em acetato de celulose, da hemoglo-
5inz dos eritrdcitos tratados com PPi-SnCl, e

mar-adas com Tec-99m.
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HEMACIAS-Tc-99m 100%

v
HEMOLISADO
T
centrifugagdo
ESTROMA-10% FRACAO CITOPLASMATICA
90%
eletrofonese

§3% Te-99m
HEMOGLOBINA A{na banda
A

Fig. 11> - Distribuigdo relativa do T<-99m nos eritrdcitos tra -

tados com PPi-SnCl, (6,8 ug/ml).
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t { horos )

Tig. 12 - Dialise da fragao plasmatica.
Sangue tratado com PPi-SnClz, nas concentragdes de
(ug/ml):
680 (o); 34 (O); 6,8 (e); 0,68 (€4); 0,068 (90)
Na C1 0,9% (@),
SnCl, - Solugdo recém-preparada (ug/ml): 340 (4 );
3 (4),
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do conteudo de -ialise diminui continuamente.

A capa~idade de difusao do 99m-Tc, presen
te no r2io interno, atraves da membrana de dialise,
pode se: vista pela inclinagao das curvas. Ela va
ria invarsamente a0 grau de ligagao e com o tama-

nho da =—olécula : que se encontra ligado o Tc-99m .

A baixs ~apacidade de difusao do Tc-9%m ob
servado com concsntragao de PPi-SnCl, acima de
6,8 uyg/=1, indica a marcagao relativamente estavel,
de moléculas presentes no plasma, nao difusiveis pe

la membrana utilizada.

As curvas de dialise do material tratado
com SnCl: exiber » mesmo comportamento, demonstran-
do que ¢ papel dc pirofosfato & praticamente irrele

vante neste processo.

2.12.2 - Cromatografia:

O pertecretato e outras formas livres do
tecnécio migram juntamente com o solvente  acetona
(Rf = 1), enquantc os complexos 99m-Tc-Pirofosfato,
99m~Te~AZDumina e sutros permanecem na origem da a

plicagao (Rf = o) (8S).

A figura 13 mostra que praticamente 100%
do 99m-Tc encontra-se no ponto de aplicagao (Rf=zo)
quando se usa PPi-SnCl, nas concentragdes de 34, 68
e 680 ug/=1. Enquanto que, com concentragdes infe-
riores a €,8 ug/ml ocorre o oposto, com quase a to

talidade 2o 99m-Tc migrando com o solvente (Rf=1) .
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Fig. 13 - Crcnatografia da fragao plasmatica em papel Wathman
ne .
Sar.gzue tratado com PPi-SnCl,, nas concentragées de
(ug 'ml): 680 (b); 68 (c); 6,8 (d); 0,68 (e) ;
0,038 (f); solugao de NaCl 0,9% (g). Cromatografia
do 29m-TcOs (a).



Estes resultados vem corroborar os achados
de dialise, indicando que, concentragoes superiores
a 6,8 ug/ml determinam a marcagao dos componentes
plasmaticos em quantidade significativamente maior
do que o encontrado com concentragoes abaixo de...

6,8 ug/ml de cloreto estanhoso.

2.12.3 - Precipitagdo com Acido Tricloro Acético

(TCA, 10% a frio)

O tratamento de solugoes proteicas com de
terminados acidos (Exemplo: Tricloro Acético e ...
Tungstico) leva a formagdo de sais proteicos insold
veis com as formas cationicas das moléculas protei
cas (64).

Proteinas desnaturadas por este processo
se precipitam produzindo duas fragoes distintas, a
acido-solilvel (FAS) e a fragdo acido-insolivel (FAI).
A tabela 3 mostra a distrituigao do 99m-Tc presente

na FAS e FAT de plasma tratado com TCA-10%, a frio.

A concentragao de 39m-Tc na FAI aumenta
com a concentragao de PPi-SnCl,, indicardo que ©
99m-Tc encontra-se ligado a moléculas proteicas, di
retamente ou por intermédio de moléculas menores,
como o pirofosfato (129). Em qualquer uma destas for

mas, ele estaria impedido de penetrar na célula.

Anticoégulantes:

As drogas anticoagulantes empregadas na obtengao de



TABELA 3 PERCENTAGEM DA ATIVIDADE PLASMATICA
PRESENTE NAS FRACOES Ac. SOLUVEL E
INSOLUVEL.

CONCENTRAGAO (pg/nl) DE CLORETO
ESTANHOSO USADO

0,068 0,68 68 68 68 0 o

./0

FRAZAO -
. ;UJVE:\C'DO 76,2 782 78,2 2,4 272 79,8

FRacA0 4CI00 21,8 21,8 21,8 78,6 72,8 20,4
INSOLUVEL

% PRECIPITAGAO COM TCA 10% A FRIO.



amostrzs v sangue podem ser divididas em dois grupos, con
forme - mccanismo de agao: os quelantes de calcio idnico,
que irzedem a coagulagao por derlegao deste ion no plasma,
e a hezarina, que age na via extrinseca da coagulagao. Es-
ta, irsede a coagulagao por evitar a formagao de  trombo-

plastira (1u2).

A marcagao de eritrocitos com 99m-Tc tem sido fei

ta com o emprego de diferentes anticoagulantes (28, 65,71,

123).

Yyth e Cols (134) obtiveram resultados semelhantes
trabalrando com ACD, heparina sddica 95% e heparina sob a

ferma ce sal de litio.

Para esta parte do trabalho usamos os seguintes an
ticoagulantes: Citrato de sodio, Oxalato de potassio, EDTA

scdico 2 heparina sodica.

A figura 14 mostra os resultados obtidos com as dro

gés mercionadas, em diversas concentragoes.

0s anticoagulantes nas ccncentragoes testadas nao
mcdificam o rendimento da reagac de marcagao, exceto o EDTA
scdico. Na presenga desta substancia a eficiencia de marca
¢2o> aursnta com a concentrag3o: de inicio rapidamente, pa
»a a seguir, crescer lentamente a partir de 35 ug/ml ate a
ccacentragdo de 100 ug/ml (concentragao maxima testada). A
méxima eficiéncia observadé com esta droga foi de 72%, en
guanto jue, com as demais substancias, a eficiéncia de mar

cagao foi praticamente constante, acima de 95%.

la tabela 4 encontram-se os resultados da marcagao
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de eritrocitos com Cromo-51, sob a forma de Cr Oy Naz ,



TABELA 4 MARCAGAO DE ERITROCITOS COM 99 Mrc o Sic,
NA PRESENGA DE ACD, OXALATO E EDTA.

EFICIENCIA DE MARCACAD (%)

o v She-

99m‘l’c:()." 3 cro,?
ACD ( 25 %)% 96 (95)F 99 (99) +
OXALATO (2,2 mg/mi ) 94 (93) 70(70)
EOTA (2,4 mg/mi) 39,5(37) 95(92)

% CONCENTRAGAO NO SANGUE
4 MARCAGAO APOS 19 LAVAGEM COM SALINA.
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99m-TcO. %z, e a atividade remanescente apos a la. lavagem
das cé€lulzs com salina fisiologica. Utilizando-se ACD, a
marcagao 2 igualmente eficiente com ambos os radionucli
deos. Na ~resenga de Oxalato, entretanto, a incorporagao

$1
do 99m-Tc & superior 3@ do Cromo. O oposto ocorre com o

EDTA.

De;oic de uma lavagem com solugao de NaCl 0,9%, a a
tividade -resente nas células praticamente nao se modifica,
mostrandc que, apesar de baixa, a marcagao com EDTA é razo

avelmente estavel.

2.14 - viZa util do FPi-SnCl2:

A Instabilidade do Ion estanhoso em presenga de oxi
genio & ux docs fatores limitantes ao uso deste agente redu

tor, quar2o as solugoes nao sao liofilizadas (41).

ara testar a estabilidade do PPi-SnCl, apos sua di

luigao, grocuramos manter aliquotas de 2 ml em frascos a

vicuo, a =emperatura de 15°C negativos, durante o periodo
de uso.

A =abela 5 mostra a eficiencia de marcagao obtida

com amos:tras de PPi-SnCl, mantidas nas condigdes descri-

tas, durante 22 dias.

A =stabilidade do PPi-SnCl: nas condigoes estudadas,

permite < seu uso por periodo relativamente longo.

2.15 - Czacentracao de cat?:

Azesar de baixa (16 pmoles/litros de células),a con

centragdc de Ca*' eritrocidrio & um dos fatores mais rele-



TABELA 5 VIDA UTIL DO CLORETO ESTANHOSO
(PPi-Sn Clp) 6,8 ug/m % EM soLugAo DE

Na Cl 0,9 % , MANTIDO A TEMPERATURA
DE 13°C NEGATIVOS.

DIas EnciENcia DE
APOS A DiLWICAD MARCACAO (%)
0 93,0
2 91,0
7 95,5
17 97,0
22 93,0

* ALIQUOTAS DE 2 ml MANTIDAS EM FRASCOS A VACUO.



“xyLnll Ly

40 (%)

EFICIENCIA DE MARCAG

s &
__o
EDTA
CITRATO
A 3 OXALATO
100 HEPARINA
mqg/ml

Fig. 14 - Incorporagao do Tc-99m pelos eritrocitos.
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Efeito do anticoagulante usado, e suas concentra -

goes.

Condigoes experimentais descritas em 1.7.

Ciirato (O ); Oxalato ( e ); Heparina ( A)

EDTA (o).
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vatte: na seterminagdo da forma das hemacias normais em re

pc:so, alér. de imprescindivel a determinadas funqéés celu-

lares, como a atividade ATPase de membrana das mesmas (92).

Além disso, a observagido de que eritrocitos de fal
céxiccs (hemoglobina SS), os quais apresentam elevada con
centrzjao de calcio, incorporam 99m-Tc com menos eficien-
ciz dc que os normais (111), levaram-nos a E}star a influ
ér.cia da concentragao deste ion sobre a eficiéncia de mar
casao de hemacias normais. Para isto, procuramos incubar c&
luias de doadores saos, colhidas em ACD (proporgao 4:1),com
ccncertragtes crescentes (0, 10, 30, 80, 200 mg/ml), de
Call, no meio de reacao. Apos 10 minutos, o processo de
marca¢io era iniciado conforme técnica descrita no item...
1.7,

Os resultados obtidos sao apresentados na tabela 6.

A eficiencia de marcagdo n3o se modifica com a con
centrzjao de calcio e alem disso, acima de 200 ug/ml, ob-
serva-se o surgimento de hemolise, cemonstrada pela colora

;35 dec plasma.




TaBELs 6 EFICIENCIA DE MARCACAO DE ERITROCITOS,
INCUBADOS COM CONCENTRACAO CRESCENTE
DE CLORETO DE CALCIO. #+

CONCENTRAGAO EFICIENCIA
DE CoCl, (mg/m) DE MARCACAD (%)
o 98
97
10 97
30 98
70 60*

* PRESENGA DE HEMOLISE
4+ O CA_CIO ENDOGENO FOI CONSIDERADO ZERO.



3 - DISCUSSA0Q

3.1 - Concertracaoc de cloreto estanhoso:

0 uso 3de cloreto estanhoso em altas concentragoes
no processo je marcagao dos eritrocitos, modifica sua bio
distribuigac (u, 38, 94), possivelmente por provocar modi-

ficagoes estruturais celulares.

Como 2 visto na figura 1,as concentragées PPi-SnCl;
de 3,4 a 6,6 ug/ml, produzem maxima eficiencia de marca-
gao. Observa2as ao microscopio optico, as preparagces de
células marcadas, nestas condigoes, nao exibiam modifica-
goes estrutuirais apreciaveis indicando que, em tais concen
tragdes, a cistribuigiao fisioldgica destas células ndo de

ve ser alterzda.

A efi-iencia de marcagao decresc u com concentra-
goes supericres a 6,8 pyg/ml e inferiores a 3,4 ug/ml de

PPi‘SDClg.

A corzentragac de ion estanhoso Sn++), requerida
para maxima eficiéncia de incorporagdo do Tc-99m pelos
eritrocitos, foi determinada por Billinghurst et alii (16),
Smith e Richards (123), Ducassou & Arnaud (33), Bardy et
alii (11) e “ones & Mollison (71), os quais encontraram re

sultados bas-ante variados.

A exp.icagao para tal fato parece ter sido o uso de

diferentes anticoagulantes pelos diversos autores (71).

Nas condigoes experimentais deste estudo, a concen

tragao otima de sn*? (0,7 - 1,4 ug/ml sangue) encontra-se
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um TJucs asini dvs resultados obtidos por Smith e Richards
(o,

1n

- 2,0 uz/ml sangue) (123). Uma possivel explicagdo pa
ra - occrrid. pode ser dada pela concentragao real de sn**
ma s5lugdo d« PPi-5nCl,. Sendo ela inferior a calculada...
(16, 12:), seus valores podem ser incluidos dentro dos 1li
mites ercontrados por aqueles autores. Outra hipotese, se
ria o uso de ACD no sistema. Com este anticoagulante, a

- - - ++ -» - - [ 3
conca2ntragao o2tima de Sn ~ e superior a usada com heparina

(71).

Felo fato de as concentragoes ce PPi~-SnCla, de 3,4
- 6.5 ug/ml terem produzido de forma constante maxima efi
cierzia de marcag3o, com o uso de ACD, acreditamos que am
bos >s Zfatores devam ter concorrido para os resultados en

contradcs.

En altas concentragoes de PPi-SnCl;, parte do ...
Tc-%im encontra-se ligado a componentes plasmaticos (16 ,

37, 38, 123, 124).

£ limizada capacidade dos eritrocitos em captar o
Sn++, leva ao acumulo deste no meio extracelular, o qual,
reduzinés o T2-99m, diminui a eficiencia de marcagio, uma
vez sue > tecnécio reduzido parece nac transpor a membrana

celu-ar eritrocitaria.

En baixas concentragdes, o cloreto estanhoso parece
insuZicizsnte no processo de redugao do Tc-99m adicionado
ao m2io de reagao, permitindo que parte deste fique livre,

poss Zvelnmente sob a forma de pertecnetato (3, 16).

3.2 - Lavagem das células:

0s estudos "in vivo" empregando células marcadas com



radionuclideos emissores de radiagaoY ex (7, 33, v0, 60) ,
baseiam-se na estabilidade da ligagao entre estes e as cé-

Julas.

Apos varias lavagens com solugao de NaCl 0,9%, as
células marcadas com 99m-Tc, na presenca de PPi-SnCl, (...
6,8 ug/ml, nao apresentaram modificagao do seu nivel de
radioatividade celular. Ao contrario, com as demais concen
tragoes de PPi-SnCl, testadas, a atividade de Tc-99m nashe
macias diminuiu, de forma exponencial, com o numero de la

vagens.

Uma explicagao para este fato & que o uso de concen
tragoes elevadas de PPi-SnCl; (34 e 680 ug/ml) possa ter
levado o 99mTc a se ligar ao proprio pirofosfato, ja que a
concentragao deste variou nas mesmas proporgoes que o clo

reto estanhoso.

A outra hipotese € que, devido a alta concentragao
plasmatica de proteinas (da ordem de 10~ vezes superior a
do pirofosfato), a competigao estabelecida pelo 99m-Tc ex
tracelular € extremamente desigual e,possivelmente, a qua

se totalidade deste se ligue as moléculas proteicas (7,16,

90, 123).

Nas concentragces de cloreto estanhoso muito inferi
ores a 6,8 pg/ml, a oferta de Sn'* 3is células parece ser
ingsuficiente para o rendimento maximo da reagao de marca-
gao, permitindo que o 99m~Tc, nao reduzido no meio intra -
celular, deixe a célula a medida que o gradiente de concen

tragao favorega sua saida (11, 22, 11u).
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3.3 -~ Tempo de_ircubacao com PPi-SnCl;:

A capacidade de captagao do estanho tsn’h pelos eri
trocitos, apesar de limitada, como foi mostrado na figura
1 (11, 123), poderia, ainda assim, ocorrer de forma instan
tanea. Como mostra a figura 3, porem, tal processo ocorre
conforme ura reagzo de la. ordem, com uma constante de rea

-1

¢ao, ki, igual a 0,03 min até o 60° minuto de reagao.

0 99m-TcO. parece penetrar nas céluias em fungao do
seu gradiente de concentragao (22, 36, 60), visto que na
ausencia do cloreto estanhoso a atividade celular permane
ce em torno de 508, diminuindo progressivamente com o nume

ro de lavagens das celulas, como mostra a figura 2.

Admitindo que a quantidade de Tc-99m inccrporada pe
los eritrocitos tratados com SnCl,; seja diretamente depen-

dente da concentragdo celular de Sn'*

(11, 123) & possivel
que os dados da figura 3 possam ser interpretados como re

presentativos da fungao de captagao do sn** pelas hemacias
ptag

A escolha dc tempo de 60 minutos para incubagao das
células, nas demais experiéncias, se devem 3 inexisténcia
de diferenga estatistica («= 0,05), entre os resultados

obtidos nos tempos de 60, 30 e¢ 120 minutos.

3.4 - Temperatura de incubacao:

A figura 4 mostra que a eficiencia de marcagao aumen
ta com a temperatura de incubagac, em proporgao diret. até
o limite de 37°C. A eficiéncia maxima foi alcangada em tor

no de 49°C, mas em rnossas experiéncias, padronizamos a de
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37°C para a marc:jao porque, em temperaturas mais altas,
houve alteragoes estruturais das células, com aparecimento

de hemdlise a parzir de 55°C.

Com o Tc-%3m parece penetrar livremente has  hema-
cias, o efeito do aumento da temperatura poderia refletir

o aumento da permsabilidade da membrana celular ao sn**.

Outra hipoTese para explicar estes resultados seria
o efeito da temperatura sobre a hemoglobina, ou outro com
ponente celular necessario a incorporagdo do Tc-99m as he
macias, ou sobre zmbos, modificando seus estados funcio-

nais.

Hughes-Jones (€6) mostrou que o aumento da tempera

tura de incubagdo das hemacias reduz a sua sobrevida.

Wagner et z1ii (136) demonstraram que eritrocitos
incubados em alta temperatura (50°cC por 60 minutos) apre-

sentam queda dos ~.Iveis da glicose-6-fosfato desidrogenase.

Riordan et alii relataram que modificagces estrutu
rais da molécula Ze hemoglobina leva a redugdo na sua capa

cidade de incorporar o tecnécio (111).

As modificzgoes estruturais celulares observadas com
o aumento da temperatura de incubagao estao de accrde com
os resultados enccntrados por outros autores (47, 79, 73,
135).

Kimber e Lznder (73) demonstraram que a  incubagao
dos eritrdcitos a 50°C por 10 minutos provoca alteragdes
celulares tais que, além da transformagdo desta em esferd
citos, ocorre o a:mento da sua resistencia osmotica. Contu
do, periodos de ir.cubagao mais longos levaram a reducgao da

mesma, com aparec:mento de fragmentos celulares, além dos
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esferocizos.

3.5 - Vclume de reagao:

C:mo rostra a tabela 4, a eficiencia de marcagao au -
mentou com < volume de reagao, atingindo ¢5% quando foram u
sados 3 ml “e sangue para 1 ml da solugao de PPi-SnCl, ....

(3,4 ug/rl).

A quantidade de Sn**? por ml de hemacias € fator deter

minante da =ficiencia de marcagao (71, 123).

A variagao de volume empregado pelcs diversos autores
(7, 33, 51, 71, 94, 123) parece ser devida ao uso de dife -

. - ++
rentes -Zomp-stos e diferentes concentragoes do Sn .

A escclha da quantidade de 3 ml de sangue recaiu so
bre a n:zzes:idade de se usar pequenos volumes de prepara-
goes marcadas com Tc-88, para os estudos em pediatria e pa
ra os estudos dinamicos, onde a injegdo rapida dos radio-~
firmaco: é imperiosa para a obtengac de imagens seqllencia-

das (8, 30, 43, 78, 80),

3.6 - Cinética de incorporacao do Tc-99m:

L= acordo com os resultados apresentados na figura 6,
pode-se conzluir que, apds o tratamento c¢os eritrdocitos com
concentragas adequada de PPi-SnCl:, a incorporagao do ...
Te-99m, por estas cé€lulas ocorre quase ir.stantaneamente. Os
resultaZos de incubagac das amostras de sangue com DTPA mos
traram zue Jdentro de 0,5 minutos o sistera foi capaz de ip

corporar 81% do Tc-99m disponivel. Estes resultados, apesar
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Ze na fase inicial da curva serem superiores aos apresenta
dos por Callahan et alii (23), nao diferem em comportamento

a0 longo da experiencia.

Como mostra a figura 7, a cinética de incorporagao do
Tc-99m pelos eritrocitos, tratados com PPi-SnClz, traduz u-
ma reagdo de primeira ordem até o tempo de 4 minutos.A cons
tante de reagao & duplicada entre 5 e 60 minutos de incuba-
gao. Tal fato pode se dever ao aumento da concentragao des
te Ultimo nas células durante este periodo, ou representar
a ativagao de um sistema celular responsavel pela incorpora

gao do Tc-99m.

3.7 - Atividade de Tc-99m:

A atividade de Tc-°9m usada nao modificou a eficien-
cia de marcagdo, indepencentemente do periodo de utilizagao
dos geradores ou do volurme de eluato que originou as amos-

tras de Tc-399m para marcagao das hemacias.

Tc-99m proveniente de geradores (Techni-Kow e Ipentec )
produzidos por dois fabricantes diferentes, levou a resulta

dos semelhantes.

3.8 - Eluigcao "in vitro"

A figura 9 mostra que a estabilidade da marcagao foi

maxima no periodo de 24 horas de incubagdo a 37°C.

A manutengdo do grau de marcagdo e uma das condigdes
necessarias para o emprego destas preparagdes "in vivo" ,tais

como placentografia (60, 120) e determinagao do volume glo
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bular circulante 37, uu, 5).

Ducassou e Arnaud (:%) demonstraram que a eluigdo
"in vitro" do Tc-39m ligads aos eritrocitos & de 1,5% nas
3 horas iniciais a2pos a marcagdao, e que, dentro dos primei
‘ros 20 minutos dejois da a“ministragaoc venosa das celulas
marcadas, o volur2 de distribuigdo do 99m-Tc-Eritrocitos per
maneceu constante, compara/el as medidas feitas com hema-

cias marcadas cor. Cr-51.

Jones e Mollison (71) verificaram forte correlagao
(r = 0,96) entre o5s valores da volemia globular, determina

dos com eritrocit>s marcadcs com Tc-99m e Cr-51.

Apesar do uso de nossas preparagoes para o estudo de
estruturas vasculzres em dcis pacientes, com resultados sa
tisfatorios, investigagao rais extensa est3d sendo realizada
no sentido de detzrminar o: parametros de estabilidade da

marcagao "in vivc™.

3.9 - Hematocritce:

figura 1C mostra que a eficiéncia de marcagao sofreu
grandes variagdes apenas quando o hematdcrito se tornou su

perior a 50%.

Estes resul-ados parecem indicar que o nimero de célu
las ou a concentrzgao de hemoglobina, para os hematdcritos
testados, achava-ze em quartidade excedente a necessaria
para incorporar ¢ numero de atomos de Tc-99m oferecidos (111).
0 aumento da eficiéncia de marcagdo observado com o hematd
crito acima de 5C% também pode significar a redugao da capa

cidade de ligagio dos componentes plasmaticos ao Tc-99m ,
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:» éiminuiqio das suas concenilragdes, ou, entas, com a ex

ns&s do volume globular, produzir aumento da captagao ce

Ilar de Sn+’, diminuindo a capacidade plasratica em fixar
¢ Tc-39m (elevando, assim, a eficiencia de marcagao), ou,
finalnente, o que & mais provavel, a composigao de todos

estes fatores para produzir os resultados encontrados.

2.10 - Concentracao plasmatica:

Como mostra a figura lla, a eficiencia de marcagao
¢iminuiu inversamente a concentragao do plasma.

Isto faz supor que, para hematocritos inferiores a
€%, a concentragao dos componentes plasmaticos capazes de
sz ligar ao Tc-99m, exerga papel impertante no processo de
rzrcasao das celulas (37, 61), justificando o procedimento
d= varios autores ao utilizar apenas a fragao celular san
g'inea, para marcacao (3, 7, 33, 38, uu, 5i, 59, 71, 75 ,

123).

£ possivel que a adigao de solugdo de NaCl 0,9% ao
vzlume de hemacias resultantes da primeira centrifugagao
pzssa melhorar, ainda mais, a eficiencia de marcagdo, uma

vez que diluiria o volume plasmatico remanescente (113).

A solugao ACD c~mo diluente do sangue para marcagao
¢zs células demonstrou ser significativamente inferior...
(== C,1) a solugao de NaCl 0,9%, para volumes de 2,5 ml

d- diluente com 3 ml de sangue. (figura 11b).
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3.1 - Fragac celular:

Como € mostrado na figura 1lb, o Tc-99m nos eritréci

tos, se liga predominantemente na hemoglobina.

Estes resultados estao de acordo com os encontrados

por Linderkamp et alii (78) e Rehani e Sharma (110).

Os estudos de Thompson et alii (130) indicam que a
maior ligagao do Tc-3%m com a hemoglobina nao parece ser de
vida a maior afinidade entre ambos, mas por causa da grande
massa proteica que esta representa nas hemacias. Ha eviden
cias de que a ligagao do Tc-99m aos polipeptideos ocorra por
intermédio de radicais sulfidrilicos presentes em aminoaci-

dos, como a cisteina (68, 130).

3.12 - Fragao plasmatica:

Como mostra a figura 13, a ligagao de Tc-99m aos com
porantes plasmaticos & mais resistente com concentragoes su

periores a 6,8 ﬁg/ml do que com concentragoes inferiores.

Conforme os resultados da cromatografia e do tratamen
to 2om TCA, a frio, da fragao plasmatica, este comportamento
do Tc-99m se deve a sua maior ligagao a fragdo proteica. A
possibilidade de o pirofosfato estar presente como intermedi
aris desta ligagao & pouco provavel, haja vista os resulta -
dos de dialise do plasma tratado com solugdo de SnCl, a 34
e 40 ug/ml, onde o grau de ligagdo do Tc-99m a fragdo plas-
matica é semelhante ao encontrado com iguais concentragoes

de PPi-SnCl;.

Estes resultados estao de acordo com os achados de
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0.

Hays e Green (61), os quais mostram que 80% do 99m-Tc™ ", in

cubados com cl.asma a 37°C, encontram-se ligados a fragao pro

teica, predorinantemente a albumina.

Outros autores ja haviam observado a necessidade de
remover o plasma antes do processo de marcagao, com o obje-
tivo de elevar a eficiencia de incorporagao do Tc-99m pelos

eritrocitos (38, 71, 11%).

3.13 - Anticcagulantes:

Os resultados apresentados na figura 5 indicam que,
a excegao do ZDTA, os demais anticoagulantes usados (citratq,
oxalato, hepzrina e ACD) permitem a obtengao de alta efici
encia de marcz=gac, mesmo em grandes concentragces destas dro

gas.

Estes resultados estao de acordo com os encontrados
per varios ou-ros autores, trabalhando com ACD, heparina e

citrato (16, "1, 123, 134).

O EDTA, entretanto, exibiu um comportamento aparente
mente paradoxzl, resultando no crescimento da eficiencia de
marcagdo com > aumento da concentragao Jda droga. [Estes re
sultados estz: er desacordo com o que foi sugerido previa =-

mente por Billinghrust et alii (16).

O EDTL & capaz de fixar fortemente ions bi e triva -
lentes (29), e, possivelmente, quelar o sn*? extracelular...
(51, 52), Este argumento, contrudo, nao justifica o aumento
da eficiencia de marcagao com o crescimento da zoncentragao

do anticoagulzante. E possivel que agindo sobre a membrana
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eritrocitaria (92) o IDTA produza modificacoes responsaveis

por estes resultados.

A tabela 4 mostra que a eficiencia de marcagao das
hemacias com Tc-99m e com Cr-51 difere de acordo com o an
ticoagulante usado, exceto quando utilizou-se a solugao ACD.
Estes resultados esta> de acordo com a hipotese de que o
EDTA, pelo menos em taixas concentragoes (2,4 ug/ml) fixa o

+4 . . - s sm . -
Sn ', diminuindo a eficiencia de marcagao com Tc-99m.

Com o Cr-51 isto nao ocorre, uma vez que o cromato
nao depende da presenga de sn** para sua fixagdo a hemoglo-

bina (1, 53, 130).

3.4, - Concentracao ¢e calcio:

Pelos resultados apresentados na tabela 6, pode-se
concluir que a eficiencia de marcagao dos eritrocitos com
Tc-99m nao se modifica com o aumento da concentragaoc de cal
cio no meio de reagac. A queda da marcagdo observada com a

concentragao de 70 ug'ml devida ao aparecimento de hemdlise.

0O motivo que nos levou a testar a eficiencia de mar
cagao em eritrdcitos normais, na presenga de altas concen -
tragoes de calcio, fci a observagao de que eritrocitos de
falcémicos apresentar. menor capacidade de incorporar Tc-99m
do que os normais. Cc~o na anemia falciforme varias altera-
goes celulares estao presentes (aumento da concentragao de
calecio, alteragio estrutural da cadeia de hemoglobina (92,
142), resolvemos iniciar nossos estudos pela parte menos la

boriosa, ou seja, a concentragao de calcio.



s$.1% - Eztabit!idade da Sclucao de PPi-SnCl,;:

Cin o3z resultados apresentados r.a tabela 5, podemos
obser-ar que a solugao de PPi-SnCla, mantida sob baixa tem
perarura (15°C negativos), conserva suz concentragao de sn**
em nZel suficientemente alto para reproduzir a eficiencia
de mzrcaj;20 iniecial durante, pelo menos, 22 dias consecuti-

vOoS.

A manutengao da estabilidade do PPi-SnCl; na concen
tragé> de 6,8 ug/ml por longos periodos, permite que a prepa
ragac original, contendo 12 mg de pirofosfato e 3,4 mg de
clore=o estanhoso, possa ser usada com maior proveito pelos
serv:j;os de medicina nuclear com menor demanda deste materi-

al.




CAPI'TULO TIY
cBgr>

ESTULOS "IN VIVO"

1 - MATEZIAIS E METODOS

1.1 - Eg.ipamentos

1...1 - Camara de Cintilacao

Para alguns casos estudados, utilizamos camara
de cintilagao com cristal de Nal (ativado com T1), me
dindo 27,5 cm de diameiro e 1,3 cm de espessura, com
37 tubos fotomultiplicadores (Dynamax UF-Elcint), coli
mazor de canais paralelos para Laixa energia, média re

so_ugao e sensibilidade.

Para o processamento das imagens era usado um
sistema de processamento de dados acoplado a camara

(Dvcomette, Elcint).

1...2 - Mapeador Retilineo

Parte dos pacientes foi examinada com mapea-
dor retilineo com cristal de Nal (ativado com T1l) me-
dizdo 12,5 cm de diametro e 7,5 cm de espessura ......

(szintimat-2, Siemens).



1.2 -

¢ores

Colimador ccnvergente, para baixa energia (mo
delo T-1D).

Sistema de registro de imagem em cores em pa

pel e filme radiografico de 35 cm x 42,5 cm.

1.1.3 - Sonda de Cintilacao

Estudos foram realizados, em alguns pacien
tes, fazendo-se contagens "in vivo", sobre o precordio,
apos a injegao do material marcado. Para isto, era u
sada uma sonda de cintilagao com Cristal de NaI (ati-
vado com Tl), medirnco 7,5 cm x 7,5 cm acoplada a um
colimador cilindrico de 15 cm de diametro e 26 cr de
altura, e ligada a um espectrometro de radiagao gama

com escalimetro. (Baird Atomic, modelo 530).

Pacientes

Foram esvudados 38 pacientes, 5 controles e 33 porta

de doengas diversas. A idade variou de 6 1 69 anos.

Nos quadros 1, II, III e IV estao cs dados referentes

& cada paciente (idade, sexo, cor e patologia basica) dos

grupos estudados.

1.3 -

Exames realizados

A maioria dos pacientes (n? 19) foi submetida a cinti

grafia esplenica. Em dois foi realizado estud> dinauico p_

ra investigagao de aneurisma da aorta abdominal.
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Pzra . realizacao dos estudos dinamicos, o sangue do
paciente era colhido, marcado conforme técnica descrita no
capitulo II, item 1.7 e em seguida reinjetado por via veno-

Izagens eram obtidas (24 imagens/min) em camara de

cintilagao, imediatamente depois da injegao.

Para cintigrafia esplenica, depois de marcadas, as he
macias eram desnaturadas com calor, por incubagao em banho-
-maria a 49,5 2 0,5°C durante 30 minutos. Cepois de 5 minu-
tos a temperatura ambiente, o sangue era reinfundido por
viz vencsa. Imagens do bago eram obtidas de 30 a 60 minutos
mais tarde, nas posigGes anterior (A), posterior (P) e late

ra. esqgierda (LE).
- S
Ccm gama camara, eram acumuladas 3 x 10 contagens
por incidencia. No mapeador retilineo, era usada subtragao

3a radiagao residual (background) de 5%, e densidade de in-
2
forragao (DI) de 900 a 1300 contagens/cm .




QUADRO I
PACIENTES "NORMAIS™

o e N T
1 7 M B Fraumatismo Normal
2 44 M B Neoplasia Normal
3 357 M B ’é:‘;‘;;::{a Normal
b 27 F B Anemia Normal
s -0 M B G e O Normal

OBS.: 2 >acientes submeti-
dcs a exame dinamico

com Zdaces de 63 e 65 anos,

brar.cos 2 masculinos




PACIENTES ESPLENECTOMISADOS

QUADRO II

Idade . Quadro Achados da Cintig
N? lanos |Sexo| Cor Patologico fia Esplenica
PTI . Ausencia do bago
1 25 F 3 Operada ha 2 anos Captagao hepatica
Anemia Hemolitica  Presenga do bago
2 50 I3 B Autoimune acessorio

Anemia Hemolitica  Ausencia do bago

3 12 M 3 Autoimune Captagao hepatica
Auséncia do ba o

Y4 23 T B PT Autoimune Captagao hepatica
5 53 13 B PTI Ausencia do bago
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QUADRO 1III

ESPLENOMEGALIA A ESCLARECER

.- | ~dade Quadro Achados da Cintigra
*? | znos | Sexo | Cor Patologico fia Esplenica
Leucemia MielGide
1 69 M B (ronica Bago normal
2 58 M B Policitemia Vera Bago normal
Aurento do volume do
3 8 M B  Microesferocitose Bago
v 20 M B PTI (pre-operatorio) Bago normal
v Aumrento do volume do
5 18 M P  Poliglobulia Bago
Aurento do volume do
8 10 M B  Anemia Bago
7 40 M B Nefropatia cronica Bago normal




QUADRO 1V
PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

“ Idade Achados Clinicos e¢| Achados da Cinti-
“?1 Anos |Sex0| Cor|™iaboratoriais grafia Esplenica
- 13 M P ATFB
2 17 M P AFB
K 13 M P AFB
< 6 M P AT B
: 24 M P AFB
& 17 M P AFB
Ictericia com Hepa
- 18 M P to-Megalia AFB
: 9 M P AFB
: 10 M P AFB
1c 12 M P AFB
) 12 M P AFB
1: 8 M P AFB
1: 17 M P AFB
1~ 19 M B AFB
1: 23 F B AFB
1€ 45 F P AFB
1° 27 F P AT B
1t 22 F P ATB
Htc-31%, Reticuldcitos
8,8% MicxrScitos e He -
macias em alvo plaque- Bago aumentado de
tas aparentemente nor~ volume com capta -
mais ¢ao homogenea

1¢ 16 F P [Eletroforese H6 - AS

F3: Ausencia Funcio -~
nal do Bago




2 - RESULTADOS

2.1 - Tempo Ze desaparecimento sanguineo das cé€lulas

marcadas (TDC):

As contagens precordiais realizadas com sonda de cris
tal plano, pe-o periodo de 10 minutos, permitiu a yconstru-
gao das curvasz de desaparecimento das células marcadas, a-
pPos sua administragao venosa (figura 1). Estas curvas pbdem
ser analisadas por decomposicao, em duas exponenciais. Uma
componente rarida, com Ti/2 de 1,4 minutos e a éomponente

lenta, com T3,; = 15,4 minutos.

2.2 - CintigraZias:

2.2.1 - Facientes do grupo-controle

Foram estudados 5 pacientes, os quais recebe
ram de 1 a 5 nCi de Te-99m, marcando hemacias autdlg
gas, desnzturadas pelo calor (49,5°C ¢ 0,5°C). A dose

para criarga foi calculada em fungaoc do peso corporal

(69).

A Figura 2 mostra um estudo com seqllencia de
imagens, &s quais, nos primeiros 2 a 3 minutos, ainda
mostram as camaras cardiacas, figado e rins, além do
bago.

Aos 20, 90 e 120 minutos, as imagens dos de
mais orgaos desaparecem e apenas o bago pode ser vis-

to.
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Fig. 1 - Curva de desaparecimento sanguineo dos eritrocitos

mar-ados com Tc-99m e desnaturados pelo calor.
Cor.tagens obtidas sobre o precordio.

"A" e "B", pacientes do grupo-controle.
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Cintigrafia esplenica, com Eritrdcitos-T-99m desna-

turados. Normal.

Imagens obtidas com camara de cintilagao, aos 2 min.,
na projegao anterior (A). Aos 3 min., anterior (B), i
magem hepatica (?). Aos 20 min., anterior (C), poste
rior (D).

Aos 90 min., anterior (E), posterior (F). Aos 120 min.

(G), anterior e posterior.
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As figuras 3a e 3b siac exemplos de estuﬁos
normais, realizados com mapeador retilineo, nos tem-
pos d> 30 & 60 minutos apos a administragao venosa do
sangue marcado, respectivamente. Na figura 3a o bago
exibe sua forma lentiforme quando visto na incidencia

anterior.

2.2.2 - Pesquisa de bago acessdrio

Um grupo de 5 pacientes csplenectonizgﬂos foi
submetido a exame cintigrafico para pesquisa de bngb
acessorio. 0 material marcado permaneceu na circula-
G3o por um periodo mais longo do que no grupo-contro-
~ le. Alem disso, a captagao hepatica foi acentuada, ao
contrario do que se observou com pacientes "normais”.
A figura 4 mostra um dos casos estudadcs, no qual hou
ve o aparecimento de acumulo localizado do material

marcado no flanco esquerdo.

2.2,3 - Esplenomegalia

Os 7 pacientes que compuseram este grupo fo-
ram estudados devido a n3o confirmagao do aumento do

bago, ao exame fisico.

Em 3 deles a cintigrafia demonstrou aumnto do
orgao. Na figura 5 encontramos, como exemplo, um dos
casos estudados, o qual, de acordo com Larson et alii
(7, apresenta aumento de volume esplénico, visualiza

do, apenas, nas projegoes P e LE,

Na incidéncia anterior, o orgdc nido mostra to
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Fig. 3a - Cintigrafia esplénica com Tc-99m-Eritrocitos mar
cados e desnaturados. Normal.
Inagem obtida com mapeador retilineo, aos 30 min.
2565 a administragao do radiotragador, na proje-

¢30 anterior.
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Fig. 3b - Cintigrafia esplénica com Tc-99m-Eritrocitos des-
naturados. Normal.
Imagens obtidas com mapeador retilineo, aos 60
min. apds a administragao do radiotragador.
Projegao posterior (A) e lateral esquerda (B), A-
rea hipocaptante na face anterior do bago, corres

pondendo ao hilo esplénico (%),
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Fig. 4 - Cintigrafia esplénica com Tc-99m-Eritrocitos desna
turados.
Exame realizado aos 120 min. apds a administragao
do radiotragador.
Paciente f., 50 anos, portadora de anemia hemoliti
ca autoimune. Esplectomia ha S5 anos.
Projegao anterior - aciimulo de células marcadas no

figado e na projegao do bago (¥).
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Fig. 5 - Cintigrafia esplenica com Tc-99m-Eritrocitos desna
turados. Exame realizado aos 30 min. apos a admi ~
nistragaoc do radiotragador.

Yaciente m., 18 anos, com poliglobulia.

Projegao anterior (A), posterior (B) e lateral es
querda (C). Aumento do volume esplenico, bem evi -
denciado nas projegces posterior e lateral.




ion
4~ ceu tamanho, apesar de se prcjetar abaixo do rebor

de costal esquerdo.

2.2.% -~ Anemia falciforse

Para os pacientes estudacos neste ;rdpo.a ids
de variou de 2 a %S anos. Em aperas 1 houve apareci -
me:.to do bago. Nos demais, o TDC foi mais longo do
Que oS normais e os orgaos que captaram o material fo
rac rins, pulmoes ¢ figado. Naoc houve aparecimento de
tirSide, glandulas salivares ou ruicosa gastrica, indi

car.io que o Tc-99m nao se encontrava livre.

A figura 6 mostra a distribuigao do material
injstado, evidenciando as camaras cardf{acas. A figura
7 a:resenta a concentracio das células marcadas no
rirm, pulmio e figado. O aparecimento dos vasos do pes
cogz com auséncia de captagio pela tirdide confirma a

aipitese de que o Tc-99m nao se e-contrava livre (W),

E extremamente rara a presenga de bago funcio
nanie na idade adulta em pacientes portadores de ane-
mia falciforme (135). A figura 8 rostra o exame de u-
ma cas pacientes estudadas nestc'grupo. A cintigrafia
Zemcastrou esplenomegalia com captacdo homogenea das
=elulas, conforme o critério de meiida descrito por

—arsin et alii (77} e Sigel et alii (119).

Z2.2.5 - Estudos dinamicos

Dos 38 pacientes estudados, 2 foram submeti-

2os a investigagao de aneurisma de aorta sbdominal.



Em um o exame foi normal e no outro houve o apareci-
mento de imagem precoce, hiperativa, imediatarente a-
cima da projegao dos rins. Este resultado foi confir- .

mado por exame ecografico, como. aneurisma aortico.




Fig. 6 - Cintigrafia com Tc-99m-Eritrdcitos desnaturados.
Imagens obtidas aos 60 min. apés a administragao
do radiotragador.

Paciente m., 18 anos, portador de anemia falci -
forme (Hb SS). |
Projegaoc anterior, mostrando as camaras cardia -

cas e atividade na circulagao abdominal.
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7 = lintigrafia com Te-99m-Eritrocitos desnaturados.

v
[
"

Ixame realizado aos 60 min.apCs a administragdo do ra
Ziotragador.

Faciente f., 22 anos, portadora de anemia falciforme
4b SS). Projegao posterior (A), lateral esquerda (B),
:magens renal ( ¢«) e anterior do pescogo (C), mostran

‘o & atividade na circulagao (-+).
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Fig. 8 - Cintigrafia esplénica, com Tc-99m-Eritrocitos deg
naturados.
Exame realizado aos 30 min. apés.a administragao
do material marcado.
Paciente f,, 16 anos, portadora de anemia faleci -
forme (Hb SS).
Projegao anterior. Bago apresentando-se aumentado,

ultrapassando o rebordo costal esquerdo.(A).

Lateral esquerda (B), Posterior (C).
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3 - DISCUSSAQ

3.1 - Tempc_ dle desaparecimento sanguineo das células desna-

turadas (TDC):

As curvas de desaparecimento sanguineo cé&lulas marca-
das e desna:uradas pelo calor (49,5°C mostram que a ativida
de administrada se reduz a metade dentro dos cinco minutos

iniciais e cuie, aos dez minutos, encontra-se em 25%.

Estes resultados permitem concluir que o tempo neces
sario para c inicio da realizagac da cintigrafia cspliniéh
nao precisa ser maior do que 30 minutos, em pacientes ndo
portadores ¢2 doengas do sistema hematopoiético. Tais acha-

dos confirmzn os de Smith (121) e Fischer et alii (u5).

3.2 - Cintigrafia e estudos di .amicos:

3.2.1 - Pacientes do grupo-controle

A seqillencia de imagens obtidas apos a adminis
tragac de eritrécitos marcados com 5 mCi de Tc-99m (fi
gura 2), mostra que, nos tempos iniciais (2-3 minutos),
parte Za atividade encontrada no bago representa o vo
lume ¢2 perfusdo deste orgao, uma vez que juntamente
com elz aparecem as imagens das camaras cardiacas, fé
gado e rins. A permanéncia da imagem esplenica sem a
visualZzagao das demais estruturas, no periodo de 20
a 120 =minutos seguintes, permite concluir que a esta-
bilidaze, "in vivo", do material marcado & suficiente

mente zlta, n3o ocorrendo a eluigao do Tc-99m das he-
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macias, ou a fragmentacdo destas. Isto levaria ao apa .
recimento de atividade circulante e da imagem hepifi
ca (73, 136). Além disso, demonstra que o tempo de re -
alizagao do exame pode se estender ate 120 minutos
apés a administracdo das células iarcadas, sem perda

de resolugao das imagens.

Usando-se mapeador retilineo, estes resulta-
dos podem ser obtidos com menores atividades de ...
Tc-99m marcando hemacias, como mostram as figuras 3a

e 3b.

3.2.2 - Pesquisa de bago acessorio

Dos pacientes estudados para este fim, a figu
ra ¥ mostra um deleé, no qual, a cintigrafia demons -
trou acumulo do material radiocativo na topoérafia es
plénica. Este achado pode represenfar tecido espleni-
co acessorio, uma vez que este paciente, ja esplenec-
tomizado ha 2 anos, como medida terapeutica para ane-
mia hemclitica autoimune, voltou a apresentar quadro

clinico semelhante ao estadc pre-cirurgico.

A loja esplenica & o local de maior inciden-
cia de bago acessorio (69) e a freqliencia de apareci
mento deste poOs-esplenectomia foi estudada por Fischer
e Wolf (46), os quais encontraram 3 casos positivos
em 12 pacientes, por Bonnet-Gajdos et alii (18), que
encontraram 2 em 21 casos estﬁdados e Pearson et alii

(97) que obtiveram 13 casos positivos em 22 pacientes.



3.2.3 - Esplenomegalia:

Dos 7 pacientes examinados, 3 apresentavam
aumento do volume do bago, de acordo com o critério

de Larson et alii (77) e Sigel et alii (119.

A figupp 5 mostra um caso, no qual a espleno
megalia é notada apenas em 2 das 3 incidéncias reali
zadas. Na imagem anterior, o bago, apesar de situado
abaixo do rebordo costal esquerdo, possivelmente por
variagao topogiifica (69, 109), tem suas dinensﬁcs

dentro dos limites da normalidade (47, 77).

Em 3.356 casos estudados, Fischer e Wolf
(47) mostram que aproximadamente 70% dos bagos | com
aumento abreéiéve1 do tamanho nao saoc detectados pe
la palpagdc ac exame fisico. Wagner et alii (135) re
latam esta mesma tendénci; ao examinarem 109 pacien-

tTes.

i 1,
3.2.4 - Anemia falciforme

Dos 1¢ pacieﬁtes!éstudados, apénas 1 apresen
tou concentragao no h@gs\das hemacias marcadas (figu
ra 8). Nos demais, o material injetado permaneceu na
circulagao por periacdo mais iongo-que nos normais e
foi captado, em ordem crescente de céncentraqio,f pe

los rins, pulmdes e figado (figuras 6 e 7).

A observagao de que, nos primeiros anos de
vida, na anemia falciforme, o bago sofre congestao,

hemorragia, enfartos e, por final, fibrose (32), nos
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zeraite interpretar estes achados como aesplenia fun
cioral.

Pesultados semelhantes foram encontrados por
“earson et alii (100), Casper et alii (26) e Wagner
st alii (135, 136). Estes Ultimos autores, usando
*emizias narcadas com Cr-51, observaram que os falce-
=.iccs apresentavam um tempo 5 vezes maior do que os
s.ormais para retirar da circulagac metade das hemicias

=arcsdas (T;/2 = 42 minutos, - T;,;2 219 minutos).
normais falciforres

Uma possivel explicagao para ecte fato foi a -
zressntada por Pearson et alii (103), os quais admi-
—2m cue devido a alta viscosidade 2o sangue sinusoi -

3l contendo um grande numero de c2lulas drepanizadas,

Wi

sderia ocorrer obstrugao ao fluxo sanguineo. Isto le
varia ao desvio da circulagao por "shunts" instraes -
c.eénicos, sem que o sangue passasse pelos elementos

¢> sistema fagocitario mononuclear.

.2.5 - Estudos dinamicos

)]

Os dois Ultimos pacientes foram submetidos a
eztués dinimico para avaliagao da zorta abdominal. Em
ur. deles, o exame foi positivo para diletagao aneuris
mitica (confirmagdo por ultrassonografia) e no outro,
nzrmal. £tm ambos os casos, a ativicade permaneceu no
ezpago vascular durante o periodo ce exame (20 minu

tzs), produzindo imagens com boa resolugao.



IV-CONCLUSOES
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A parcazdo com Tc-99m de eritrocisos tratados com sg
lugdo de -ii:fosfato estanhoso ¢ um processo eficiente, rapido
e de facil reprodugio, podendo ser realizalo em qualquer labo-

ratorio 2 medicina nuclear.

A alta eficiencia de marcagao obtida com o metodo aqui

apresentz io, parece preencher os requisitos do ICHS - 1980.

A nscessidade de reagentes preparazdos no momento di
marcagac, ber como a aquisigao de produtos especiais para o
tratamen=> dis celulas, certamente serao obstaculos ao enprego’
de varios meé-odos. Por outro lado, devido ao seu amplo uso em
medicina nuclear (106, 129), o pirofosfato estanhoso & normal
mente encontrado nestes servigos, o que justifica a sua esco-
lha. Aler do nais, a estabilidade do PPi-Sr.ll,, mantida sob
baixa ter-erztura, permite sua preparagao prévia e uso durante
um longo serlado (pelo menos, 22 dias), facilitando a execugado

dos ensa’o>s € reduzindo seu custo.

Jevido ao fato de pequena fragao ce Tc-99m (5%) ficar
ligada a proteinas plasmaticas, quando a marcagao € feita em
sangue tc~-al, parece razoavel a realizagao da lavagem das célu
las antes de administradas, quando a preparagao se destinar ao

estudo de volume globular circulante.

Par: os demais objetivos, este tipo de manipulagao po

de ser dispersado, em vista da alta eficiercia de marcagao.

A cinética de captagdo do ion estanhoso pelos eritrd
citos occrre com duas componentes distintas, rapidamente ateé
os 20 mir.tos de incubagdo, tornando-se ler.ta até o equilibrio

aos 90 mi~utcs.

Zomc foi demonstrado pelo estudo ca cinética de incor

poragio ¢5> Tc-99m pelos eritrocitos, o perfodo de incubagdo
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desta rzagao pode ser reduzilo de 10 para 6 minutos,sem haver,

com istc, prejuizo no rendimento da marcagao.

Quanto a atividade ce Tc-29m usada, o sistema € capaz
de capter um numero relativarente alto de atomos, o que inclui
as atividades normalmente em-regadas nos procedimentos diagnos

ticos er medicina nuclear.

Os anticoagulantes, exceto o EDTA, nao parecem inter
ferir no processo de incorporagaoc do Tc-99m pelos eritrocitos,
contudo, para uso "in vivo", o sangue devera ser colhido em ]

lugdo ACD, citrato de sodio cu heparina.

A temperatura ideal para marcagao das celulas parece
estar er torno de 37°C, uma vez que a eficiencia de marcagao
e a >reservagao da estrutura celular parecem encontrar ai um

ponto de equilibrio.

Quanto a desnaturag3o das células, a temperatura e o
tempo de incubagao parecem ser fatores criticos, pois o aqueci
mento prolongado (tempo maior que 30 minutos) levaria a frag -

mentagdo das hemacias.

A cintigrafia esplerica pode ser realizada 20 minutos
apos a administragao das celulas marcadas, sem que isto 1leve
a perda de informagoes nas inagens, exceto quando se tratar

de hipofungao esplénica.

Os estudos espleniccs devem incluir, de rotina, pelo
menos, as imagens em posigao antero-posterior,postero-anterior
e o perfil esquerdo, uma vez Gue a avaliagao tridimensional do
drgao parece ser de maior importancia do que sua medida longitudi-

nal.
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Estudo la marcagao "in vitro® de eritrocitos humancs
foi realizado pelo processo de pré-tratamento das células com
cloreto estanhosc-pirofosfato de sodio. Foram investigados a)
guns fatores que influenciam a eficieéncia de marcagao, tais co
=m0 a corzentragao de cloreto estanhoso, temperatura ¢ tempo de
incutagis, concentracao plasmatica e hematocrito. Observou-se
qQue 3 cad>tacao do ion estanhosc pelas zelulas, ocorre de for
ma exporancial, atingindo o equilibric por volta dos 90 minu-
tos e reagao. A ligagiao do Tc-99m no plasma ocorre na fragio
aci¢: insolivel, em quantidades crescentes com o aumento da
concantragao de cloreto estanhoso. O emprego de diferentes
anticoagilantes em diversas concentragdec nao alterou a efici
&nci: de marcagao, exceto o do EDTA, que parece bloquear a in

corp:ragao de Tc-99m pelas hemacias.

Os eritrocitos marcados e desnaturados pelo calor, fo
ram :sacss para investigagao "in vivo" de : esplenomegalia, ba
Go azess3rio e fungado esplénica na hemoglobinopatia S. Foi ob
servsda a2uséncia funcional do bago e aumento do tempo de cir
culasao das hemacias marcadas na anemia falciforme em compara
G2o zom 3s pacientes "normais” e esplenectomizados. Nestes ca

sos 2 cajtagao foi maior no rim do que no pulmac e figado.
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VI-SUMMARY
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~.e human beings' erythrocytes were studied "in vitro"

by the pre-inning method, using the pyrcphosphate - Stannous
Chlorile FiIt. Investigation of factors that can alter the
labelirg eificiency includes tin concentration,temperature and
incubatior period, besides of plasma concentration and hematocrit.
It was seer that tin uptake by the red blocd cells (RBM) was
in an expcrential fashion, with a reacticn constant, K= 0,03 m'u-l .
The reac=ior. approaches the equilibrium about <the 90 minutes.
The birding of Te-99m in the Acidic insolubel fraction occours
in grezte. amounts with more concentrated <tin solutions. The
labelec an: heated RBC were used "in vivo" to scintigraphic
investigation. "Normal"” subjects, splenomegaly, accessory spleen.
and sp-2ni: function in sickel-cell disease were studied.
Circuletio- time of labeled RBC appears to be greater in
sickel-~el’ anemia than in controls or splenectomized patients

Uptake was ireater in kidney than lungs and liver,
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