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RESUMO

O  objetivo  do  presente  trabalho  foi  avaliar  a  biodistribuição  do 

radiofármaco  pertecnetato  de  sódio  (99mTcO4),  utilizado  em  exames 

cintilográficos, em ratos Wistar infectados experimentalmente com a cepa Y do 

Tripanosoma  cruzi,  parasito  causador  da  doença  de  Chagas  e  em  ratos 

tratados durante 30 dias com o medicamento anti-T. cruzi benzonidazol. Para 

isso  foi  determinado  em  um  contador  gama  automático  o  percentual  de 

radioatividade por grama (%ATI/g) de vários órgãos como: cérebro, coração, 

esôfago, estômago, intestino delgado, intestino grosso, baço, fígado, músculo e 

sangue. Comparando-se os grupos controle com o teste, observou-se que a 

biodistribuição do 99mTcO4 não se alterou nos órgãos dos animais tratados com 

benzonidazol.  Os  animais  infectados  pelo  T.  cruzi tiveram  aumento  da 

captação  do  99mTcO4 no  sangue e  diminuição no  cólon,  com mudanças  na 

histopatologia desse último que é órgão alvo do parasito. Em conclusão, os 

dados  permitem afirmar  que  o  tratamento  com benzonidazol  em ratos  não 

altera a biodistribuição de  99mTcO4,  mas a infecção pelo  T. cruzi a modifica, 

podendo  resultar  em  potenciais  implicações  clínicas  e  diagnósticas.  A 

realização desse estudo teve caráter multidisciplinar com o envolvimento de 

biólogos, médicos, farmacêuticos e estatísticos.  
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1. INTRODUÇÃO

A doença de Chagas é uma enfermidade de caráter endêmico, causada 

pelo protozoário flagelado  Trypanosoma cruzi.  É um problema médico-social 

grave no Brasil e em diversos países da América Latina, atingindo cerca de 10 

milhões de indivíduos, com 300 mil novos casos por ano1,2.

Possui quadros clínicos variados, dentre eles, as formas indeterminada 

(assintomática),  digestiva  (megacólon  e  o  megaesôfago)  e  cardíaca,  que 

podem se apresentar isoladas ou associadas, sendo o acometimento cardíaco 

a principal causa de mortalidade e morbidade na doença de Chagas3, 4. 

O benzonidazol  é  um quimioterápico com atividade específica  anti-T. 

cruzi utilizado por milhares de pessoas para tratamento da doença de Chagas. 

Apresenta baixa eficácia e alta toxicidade e seu tratamento pode durar até 90 

dias, de acordo com as manifestações clínicas e tolerância do organismo5, 6, 7, 8.

O radiofármaco pertecnetato de sódio é amplamente utilizado em nosso 

país em exames de medicina nuclear, como as cintilografias, sendo a radiação 

gama  emitida  pelo  tecnécio-99m,  captada  por  uma  gama  câmara.  Este 

composto  se  constitui  na  forma  química,  obtida  em  sistema  gerador 

Molibdênio-99/Tecnécio-99m,  e  quando  administrado  no  paciente  tem  uma 

distribuição padrão pelos órgãos. A alteração de sua biodistribuição pode ser 

interpretada  como  indicativo  de  doença,  nos  exames  cintilográficos.  Porém 

vários fatores como uso de fármacos naturais e sintéticos, dieta, cirurgias e 

tabaco podem alterar a biodistribuição normal de um radiofármaco9, 10, 11.

A proposta desse projeto  foi  avaliar  a  alteração da biodistribuição do 

radiofármaco  pertecnetato  de  sódio  em  duas  situações:  em  ratos  Wistar 
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tratados com o medicamento benzonidazol com ação anti-T. cruzi e em ratos 

Wistar infectados experimentalmente com a cepa  Y do  T. cruzi. Portanto, um 

dos  nossos  objetivos  foi  verificar  se  o  fármaco  benzonidazol,  utilizado  no 

tratamento  da  doença  de  Chagas,  pode  alterar  a  biodistribuição  do 

radiofármaco. A importância disso se dá pelo fato de que milhares de pessoas 

utilizam o benzonidazol e em algum momento durante o tratamento poderiam 

fazer  um exame  cintilográfico,  podendo  o  medicamento  gerar  alteração  da 

biodistribuição do radiofármaco.  Isso levaria  a  um erro de diagnóstico ou a 

repetição  de  exames  e,  conseqüentemente,  a  exposição  desnecessária  do 

paciente à radiação. Outra proposta do projeto foi avaliar se a biodistribuição 

do pertecnetato de sódio pode ser alterada em ratos infectados pelo T. cruzi na 

fase  aguda  da  infecção.  Isso  é  importante  para  que  se  possa  detectar 

precocemente eventuais alterações orgânicas, por meio de radiofármacos, já 

que o tratamento imediato é fundamental para a cura parasitológica3, além de 

verificar se a presença do parasito na corrente sanguínea poderia influenciar a 

fixação do radiofármaco aos elementos sanguíneos.

                                                                                                                                                                      2



2. REVISÃO DE LITERATURA

A doença de Chagas,  desde a sua descoberta  em 1909,  continua a 

despertar o interesse da comunidade científica por ser a maior endemia da 

América  Latina,  não ter  cura  e  por  possuir  muitos  aspectos  da  biologia  do 

parasito  Trypanosoma  cruzi e  da  fisiopatologia  da  doença,  ainda 

desconhecidos8, 12. 

São formas de transmissão do T. cruzi, as dejeções dos insetos vetores, 

os triatomíneos, via congênita, transfusional e oral. O parasito pode invadir e se 

multiplicar  em  diferentes  células  do  hospedeiro,  incluindo  as  do  sistema 

fagocítico mononuclear, medula óssea, músculo liso e estriado, fibroblastos e 

células do sistema nervoso central, gerando quadros clínicos variados, dentre 

eles o megacólon, megaesôfago e a cardiopatia chagásica3, 4, 13.

Observam-se duas fases distintas na doença de Chagas, uma aguda e 

outra crônica. Os sinais típicos da fase aguda são a parasitemia (presença do 

tripomastigota no sangue) e a proliferação de amastigotas em vários tecidos. A 

parasitemia  desenvolve-se  por  uma fase  indetectável  (período  pré-patente), 

outra  detectável  e  crescente  e  uma  terceira,  detectável  e  decrescente.  As 

alterações  tissulares  predominantes  nessa  fase  dependem  do  potencial  da 

cepa em determinar uma reação necrótico-inflamatória nos diversos órgãos, 

bem como da resposta imune inata desenvolvida pelo hospedeiro12. 

Na  fase  crônica  são  conhecidas  as  formas  indeterminada,  digestiva 

(megacólon e o megaesôfago) e cardíaca (cardiopatia chagásica) que podem 

se  apresentar  isoladas  ou  associadas,  sendo  o  acometimento  cardíaco  a 

principal causa de mortalidade e morbidade na doença de Chagas3, 4. 
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Vários autores têm demonstrado variações na morfologia e no grau de 

parasitemia durante o curso da infecção por diferentes cepas do  T. cruzi em 

animais de experimentação; a cepa Y, por exemplo, dá origem a parasitemias 

muito  intensas  e  fatais  com  rápida  multiplicação  intracelular  e  elevado 

parasitismo nas lesões inflamatórias. Há evidências comprovadas da influência 

desta  cepa  na  resposta  terapêutica  aos  quimioterápicos  ativos  sobre  o  T. 

cruzi12, 14.

O benzonidazol (Bz), comercialmente conhecido por Rochagan®, é um 

fármaco com atividade específica anti-T. cruzi in vivo e  in vitro, disponível no 

Brasil desde a década de 70.  É um  N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamida que 

atua diretamente sobre a síntese de macromoléculas por ligação covalente ou 

outras  interações  dos  intermediários  de  nitroredução  com  componentes 

celulares.  Apresenta baixa eficácia e alta toxicidade, especialmente na fase 

crônica da doença e seu tratamento pode durar até 90 dias, de acordo com as 

manifestações  clínicas  e  tolerância  do  organismo13.  O  Ministério  da  Saúde 

indica o uso do Bz nas seguintes situações: fase aguda da infecção, forma 

congênita,  reativação  associada  com  imunossupressão  e  em  situações  de 

transfusões  ou  transplante  de  órgãos  e  em  alguns  pacientes  nas  formas 

indeterminada e crônica com fraco envolvimento cardíaco15. O esquema mais 

utilizado de tratamento é feito na dose de 5 mg/Kg/dia em adultos e menos de 

10 mg/Kg/dia em crianças, por 60 dias6, 16.

O  diagnóstico  dos  diversos  quadros  clínicos  da  doença  de  Chagas 

geralmente se faz através de exames radiológicos, eletro e ecocardiograma, 

cintilografias e endoscopias12, 17.
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As cintilografias são ferramentas diagnósticas frequentemente utilizadas 

nas  análises  anatomofuncionais  de  órgãos  e  sistemas, em  pacientes  com 

doenças  tropicais, mediante  o  uso  de  radiofármacos,  que  têm  como 

radionuclídeo o tecnécio-99m18.

O  tecnécio-99m  (99mTc)  é  um  dos  radionuclídeos  mais  utilizados  na 

medicina nuclear devido a vários fatores, tais como: fácil obtenção a partir de 

um sistema gerador  99Mo/99mTc a custo relativamente baixo, emissão de fóton 

gama único com energia de 140 KeV adequada para detecção externa, meia-

vida física de seis horas, dosimetria favorável e baixo impacto ambiental. Todos 

esses  fatores,  associados  à  possibilidade  do  99mTc  poder  ser  reduzido  da 

valência +7 (valência esperada no eluato na forma química de pertecnetato) 

para estados de oxidação mais baixos,  em presença de um agente redutor 

como  o  cloreto  estanoso  (SnCl2),  permite  a  obtenção  de  diferentes 

radiofármacos  a  partir  da  simples  reconstituição  de  conjuntos  de  reativos 

liofilizados (“kits”) e a marcação de grande variedade de moléculas e células19, 

20.

O  pertecnetato  de  sódio  (Na99mTcO4)  quando  injetado  por  via 

endovenosa  é  distribuído  através  dos  líquidos  vasculares  e  intersticiais  e 

utilizado  na  obtenção  de  imagens  diagnósticas  do  estômago,  glândulas 

salivares, glândulas tireóide e paratireóides, plexo coróide, cérebro e estudos 

de refluxo esofágico e de fluxo sanguíneo19, 20. 

A distribuição, fixação e eliminação de radiofármacos em um organismo 

dependem  de  vários  fatores,  tais  como  o  fluxo  sanguíneo,  o  metabolismo 

tecidual  e  a  ligação  destes  aos  elementos  sanguíneos.  A  biodistribuição, 

definida como grau de concentração e a distribuição do elemento radioativo 
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nos diversos órgãos e tecidos, obedece a um padrão de captação que pode ser 

traduzido em normalidade ou doença19. 

Há  dados  na  literatura  mostrando  que  a  biodistribuição  de  um 

radiofármaco pode ser alterada por: processos patológicos, cirurgias, uso de 

tabaco, dietas e fármacos sintéticos ou naturais10, 21, 22, 23, 24. 

O pertecnetato de sódio teve alteração de sua captação pelo estômago 

e tireóide de ratos com restrição de proteínas na dieta21 e na mama, fígado, 

intestino, ovário, útero e vagina de ratas tratadas com o fármaco antineoplásico 

paclitaxel22. A alteração da biodistribuição do pertecnetato de sódio também foi 

demonstrada em cirurgia de derivação biliopancreática, onde ocorreu alteração 

da captação de pertecnetato de sódio na tireóide, pulmão, pâncreas, baço e 

músculo de ratos24. 

O  Glucantime®,  fármaco  com  atividade  anti-Leishmania aumentou  a 

captação do radiofármaco ácido metilenodifosfônico, marcado com tecnécio-

99m (99mTc-MDP), no baço,  rins,  testículos,  coração e fígado e diminuiu na 

bexiga  de  ratos25.  O  mesmo  radiofármaco  também teve  sua  biodistribuição 

alterada em vários órgãos de ratos pelos fármacos antimaláricos artemisinina e 

mefloquina26.  Ficou  demonstrado que o  extrato  da  planta  medicinal  Ginkgo 

biloba pode alterar  a  captação do pertecnetato  de  sódio nos rins,  fígado e 

duodeno27 e  que  o  extrato  da  erva  de  São  João  (Hypericum  perforatum) 

diminuiu a captação do mesmo radiofármaco no osso, músculo e tireóide e 

aumentou  sua  fixação  no  pâncreas28.  Ocorreu  aumento  da  captação  de 

Na99mTcO4  no fígado de ratos tratados com o flavonóide rutina29 e com extrato 

de berinjela (Solanum melongena)30.
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Pode-se explicar a alteração da biodistribuição de um radiofármaco pela 

ação de um fármaco devido a vários fatores, como: o fármaco poder modificar 

a natureza química do radiofármaco, ou o meio bioquímico do alvo no qual o 

radiofármaco  está  exposto,  alterar  o  meio  bioquímico  do  não  alvo  para  o 

radiofármaco  ou  interferir  na  ligação  do  radiofármaco  com  as  proteínas 

plasmáticas e elementos sanguíneos11.

Até o presente momento, não há registro na literatura sobre a influência 

de parasitos na ligação do 99m Tc aos elementos sanguíneos.
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3.2 MANUSCRITO SUBMETIDO
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Biodistribution of Technetium-99m Pertechnetate in Rats Infected 

with Trypanosoma cruzi 

Vanessa  S.  A.  Barbosa*,  1, Cecília  M.  C.  X.  Holanda†,  Antônia  C.  J.  Câmara†, 

Roseane P. Silva*, Daniel P. Oliveira†, Jeanete A. Moreira§, Aldo C. Medeiros*

*Postgraduate Program of Health Sciences; †Department of Microbiology and 

Parasitology; §Department of Statistics; Federal University of Rio Grande do Norte,  

Natal, Brazil.

ABSTRACT

With  the aim  of  investigating  the  biodistribution  of  technetium-99m  pertechnetate 

(99mTcO4
-) in  rats  infected  with  Y  strain  of Tripanosoma  cruzi,  at  the  peak  of 

parasitemia, (14th day of infection), Wistar rats were injected with 0.1 ml of  99mTcO4
- 

(3.7MBq). After 60 minutes, the percentage of radioactivity per gram was counted in 

several isolated organs and blood, using the gamma counter 1470 Wizard-PerkinElmer, 

Finland. The uptake of 99mTcO4
- increased significantly in blood and decreased in colon 

of infected animals (p<0.05). Significant reduction in serum iron and red blood cells and 

significant increase in total proteins, leukocytes and lymphocytes in the infected rats 

were  observed,  comparing  with  controls  (p<0.05).   A reduction  in  thickness  of  the 

muscular layer of colon and mononuclear inflammation were observed. These results 

conclusively  demonstrate  that  T.  cruzi infection  was associated  with changes  in  the 

biodistribution  of  99mTcO4
-   and  in  the  morphology  of  colon,  with  potential  clinical 

implications. 

Index  Descriptors:   Technetium,  Pertechnetate,  Bioavailability,  Trypanosoma  cruzi; 

Chagas disease.

INTRODUTION

Chagas disease is endemic and is caused by the protozoan  Trypanosoma cruzi 

(T.  cruzi). It is a serious medical and social problem in Brazil and in Latin America, 

reaching approximately 10 million individuals, and 40 million of people are at risk of 

infection  (Schofield  et  al.  2006).  At  least  300 thousand new cases  occur  each  year 

(WHO, 2002). T. cruzi can  proliferate in different host cells, including the mononuclear 
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phagocytes system, bone marrow, striated and smooth muscle, fibroblasts and cells of 

the central nervous system, causing various clinical conditions, including megacolon, 

megaesophagus  and chagasic  cardiopathy  (  Santos  et  al.  2005;  Texeira  et  al.  2006; 

Coura  and  Castro.  2002).  The  clinical  diagnosis  is  performed  by  laboratory  tests, 

radiological examination, electrocardiogram, echocardiogram, myocardial scintigraphy 

and endoscopy (Andrade 2005; Kamiji and Oliveira 2005). The scintigraphy is often 

used for anatomofunccional  analysis  of organs and systems in patients  with tropical 

diseases, by using the radiopharmaceuticals which have the radionuclide technetium-

99m (Braga 2002). 

The  technetium-99m pertechnetate (99mTcO4
-) is a radiopharmaceutical with the 

ability to connect to a variety of molecules and cells. When injected intravenously, it is 

distributed through the vascular and interstitial spaces, and is used to obtain diagnostic 

images of the stomach, salivary glands, thyroid and parathyroid glands, choroid plexus, 

brain, and studies of esophageal reflux and blood flow (Saha 2004; Thrall and Ziessman 

2003). The distribution, elimination and fixation of radiopharmaceuticals in the body 

depend on  several factors, such as blood flow, tissue metabolism and there binding to 

the blood elements. The biodistribution, defined as the concentration and distribution of 

radioactive elements in organs and tissues, follows a standard uptake that can mean 

normal or disease (Saha 2004). 

Information is still scarce regarding changes in the biodistribution of 99mTcO4
- in 

an organism infected by T. cruzi in the acute phase of infection. It can detect early some 

organic changes by means of radiopharmaceuticals, and determine if the bloodstream 

parasites  can  influence  the  uptake  of  99mTcO4
- in  plasma  proteins.  Therefore,  the 

objective of this study was to evaluate, in vivo, the biodistribution of 99mTcO4
- in Wistar 

healthy rats and in rats infected with T. cruzi during the peak parasitemia.

MATERIAL AND METHODS

We used  12  male  Wistar  rats,  weighing  200±23g,  from the  vivarium of  the 

Center of Health Sciences,  Federal  University of Rio Grande do Norte,  Natal  /  RN, 

Brazil. The animals had free access to water and standard rodent food (Purina / Labina 

®).  The  protocol  was  conducted  according  to  international  regulations  for  animal 

experimentation  and  approved  by  the  Research  Ethics  Committee  of  Hospital 

Universitário Onofre Lopes - UFRN (08.2007).
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The Y strain of  Trypanosoma cruzi was from the Laboratory of Biology of  T.  

cruzi, Department of Parasitology / Institute of Biological Sciences of the UFMG. The 

animals were randomly allocated into 2 groups. The infected group rats (n = 6) received 

intraperitoneally a suspension containing 2x105 blood trypomastigotes / mL of the Y 

strain  of  T.  cruzi.  The  control  rats  (n  =  6)  received  saline  in  the  same  way.  The 

parasitemia of animals was monitored on alternate days and the count was determined 

by light microscopy. At the peak of parasitemia, (14th day of infection), all the rats were 

injected with 0.1 ml of 99mTcO4
- (3.7 MBq) via ocular plexus. The 99mTcO4

- was eluted 

from  a  generator  99Mo/99mTc  produced  by  the  Institute  of  Energy  and  Nuclear 

Research,  São Paulo /  Brazil.  After  60 minutes,  all  animals  were quickly killed  by 

overdose of anesthetic. Samples of blood and several organs (brain, heart, esophagus, 

stomach,  small  intestine,  intestinal  thick,  spleen,  liver,  muscle)  were  isolated  and 

radioactivity of each organ was determined by means of an automatic gama counter 

(1470 Wizard-PerkinElmer, Finland) with automatic correction for decay and efficiency 

of 86%. The percentage of radioactivity per gram (% ATI / g) was calculated dividing 

the percentage of total radioactivity of each organ, by its weight in grams. Frozen tissue 

samples were taken from all the organs studied. However, histological examination was 

performed only in colon, the organ in which the biodistribution of  99mTcO4
- in infected 

rats was significantly different,  from that of non infected  rats. The specimens were 

fixed in 10% formaline, cut as 5 µm tissue sections and stained with hematoxylin and 

eosin and dehydrated in ethanol and xylene. All specimens were examined by the same 

accredited  pathologist  who  had  no  knowledge  of  the  study  groups.  Morphometric 

measurements  were made using light  micrographs  (100X) of the stained sections  in 

which the mucosal villi were cut as close to their longitudinal axis as possible. In two 

pictures, villous height, crypt depth, mucosal thickness, and thickness of the muscularis 

were measured in two areas, and the mean values from two light micrographs were 

calculated  for  each  parameter.  Inflammation  was  examined  as  well.  From  blood, 

hematological parameters were measured by Automatic Analyzer Abbot Cell Dyn 3500; 

biochemical dosages were measured using the Spectrophotometer Konelab 60i, (assay 

kit  from Weiner,  São  Paulo,  Brazil).  All  data  were  presented  as  mean  ±  standard 

deviation.  The  %ATI/g  was  compared  by  Mann-Whitney  and  haematological 

parameters  by  T-Student  test,  considering  both  p<0.05  statistically  significant.  The 

software used to obtain the results was the Statistica 6.0.
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RESULTS

Figure  1  shows the  presence  of  blood trypomastigotes  forms  at  the  peak  of 

parasitemia  in  rat  observed  on  the  14th day  of  infection.  Table  1  shows  the 

biodistribution of  99mTcO4
- in organs of control group rats and infected group rats. There 

was a statistically significant increase (p<0.05) in the uptake of  99mTcO4
- in the blood 

and a significant decrease of its uptake in the colon of infected animals, when compared 

with  controls.  The  99mTcO4
- had  not  its  biodistribution  changed in  the  other  organs. 

Table  2  shows a  significant  reduction  in  the  levels  of  serum iron and a  significant 

increase in total  proteins in the infected rats,  comparing with controls.  There was a 

decrease  in  the  number  of  red  blood  cells  and  hemoglobin  and  increase  of  total 

leukocytes  and  lymphocytes  in  the  infected  group  rats,  and  the  difference  was 

significant when compared to the control group rats (p<0.05).  The histopathological 

analysis  of  the  colon  showed  reduction  in  thickness  of  the  muscular  layer  and  an 

inflammatory process with intense nodular  mononuclear  infiltration  in  muscle  layer, 

shown in Figure 2. The colon of the control group rats showed no histopathological 

changes (Fig. 3).

TABLE 1. 

Biodistribution of 99mTcO4
-
 in control Wistar rats and in rats infected with T. cruzi.

Organs % ATI/g

Control Infected

Spleen 0.0029 ± 0.0026 0.0018 ± 0.0005
Brain 0.0004 ± 0.0004 0.0002 ± 0.0001
Heart 0.0043 ± 0.0068 0.0021 ± 0.0008
Esophagus 0.0036 ± 0.0020 0.0027 ± 0.0020
Stomach 0.0270 ± 0.0087 0.0189 ± 0.0181
Liver 0.0040 ± 0.0013 0.0043 ± 0.0012
Small bowel 0.0014 ± 0.0008 0.0009 ± 0.0002
Colon 0.0045 ± 0.0016 0.0023 ± 0.0014*
Muscle 0.0007 ± 0.0006 0.0006 ± 0.0002
Blood 0.0062 ± 0.0017 0.0106 ± 0.0050*

* p<0.05, compared with control.
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TABLE 2

 Biochemical and hematological measures in control Wistar rats  and in rats infected 

with T. cruzi.

Biochemical and 

hematological parameters

Control Infected

Iron (µg/L) 216.7 ± 46.1 138.5 ± 21.6*
Red blood cells/mm3 7.373.333 ± 389 5.933.333 ± 618*
Hematocrit (%) 41.2 ± 11 41.5 ± 12
Hemoglobin (mg/dL) 13.0 ± 1.5 11.7 ± 1*
Leukocytes /mm3 2.676 ± 1.625 7.798 ± 1.253*
Lymphocytes (%) 53.2 ± 16 80.7 ± 8*
Monocytes (%) 2.8 ± 2 3,3 ± 2
Neutrophyls (%) 34.2 ± 17 34.5 ± 30
Platelets /mm3 543.000 ± 153 561.000 ± 107
Total proteins (g/dL) 5.8 ± 0.37 6.29 ± 0.48*

* p<0.05 compared with control.

 

Fig. 1 Trypomastigotes in the blood  of 

infected rat, at the parasitemic peack.
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Fig.  2  –  Stained  section of  the  colon  from 

infected  rat.  An  inflammatory  process  with 

intense and nodular mononuclear infiltration in 

muscle layers is shown. HE 100x

Fig.  3  -  Stained  section  of  the  colon  from 

control noninfected rat: there is no evidence of 

inflammatory  process  in  the  muscle  layers. 

HE 100x

DISCUSSION

Several experimental models such as mice, wild rodents, rabbits, hamsters, dogs 

and monkeys, have been used in studies of Chagas’ disease (Magalhães-Santos et al. 

2004; Ramirez et al. 2000; Chapadeiro et al.  1999 ). In this study,  rats were chosen 

because they develop lesions similar to those found in human Chagas' disease, including 

the reproduction of megas (Ramirez et al. 2000). Additionally, it has been successfully 

used in studies of biodistribution of radiopharmaceuticals for several authors (Xavier 

Hollanda et al. 2006, Santos-Filho and Bernardo-Filho 2005; Araújo-Filho et al. 2007; 

Barbosa et al. 2008).

There  are  evidences  in  the  literature  that  the  biodistribution  of 

radiopharmaceuticals  may  be  altered  by  diseases,  procedures,  cigarette  smoking, 

surgery, food or natural and synthetic drugs (Passos et al. 2002; Bernardo-Filho et al. 

2005; Xavier-Hollanda et al.  2008; Valencia 2005; Araújo-Filho et al. 2007). In rats 

with protein restriction diet, the uptake of 99mTcO4
- was altered in stomach and thyroid 

(Passos  et  al.  2002).  Rats  treated  with  the  antineoplastic  drug  paclitaxel  had  the 

biodistribution  of  pertechnetate  altered  in  breast,  liver,  intestine,  ovary,  uterus  and 

vagina  (Xavier-Hollanda  et  al.  2008).  Changing  on  biodistribution  of  pertechnetate 

associated to surgical  procedure was demonstrated  after  the bariatric  surgery named 

biliopancreatic  bypass.  The  uptake  of  pertechnetate  was  altered  in  thyroid,  lung, 

pancreas, spleen and muscle of rats. (Araújo-Filho et al. 2007).  The treatment of rats 
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with  the  extract  of Hypericum  perforatum decreased  the  uptake  of  the 

radiopharmaceutical in bone, muscle and thyroid and increased their attachment to the 

pancreas. (Santos-Filho and. Bernardo-Filho 2005).

The distribution of pertechnetate takes place  due to its connection to proteins, 

erythrocytes and leukocytes. Its uptake may be altered in diseases like tumors, cysts, 

inflammation,  bleeding, etc, where specific images are generated for diagnosis using 

scintigraphy (Saha 2004; Braga 2002). In this work we demonstrated the decrease in the 

uptake  of  99mTcO4
- in  the  colon  of  chagasic  rats,  probably  due to  the  inflammatory 

process and destruction of some histological structures of the organ. The digestive tract 

is affected in Chagas disease, soon after two weeks of infection with T. cruzi, when has 

been demonstrated focal points of inflammation with necrosis in the organs (Texeira et 

al. 2006).

The  lesions  observed  in  the  acute  phase  are  characterized  by  inflammatory 

reaction  with  predominance  of  mononuclear  cells  after  the  rupture  of  amastigotes 

pseudocysts. As a result, granulomas usually apear in the muscle tissue, including the 

heart (Coura 2007). The platelet aggregation, eosinophil degranulation, microvascular 

disease, edema, thrombosis, ischemia and blood stasis are also shown in the acute phase 

of  infection  (Araújo-Jorge  2000).  In  this  work,  the  granulomatous  reaction  and 

reduction in the thickness of the intestinal wall of the colon of infected rats (Fig.2), at 

least in part, may explain the decrease in uptake of 99mTcO4
- in the colon. We suppose 

that the blood flow and vascular integrity of the colon may have been compromised, 

generating ischemia.

It is well  demonstrated that hyperviscosity occurs in the blood of rats infected 

with  T.  cruzi, due  to  morphological  changes  in  erythrocytes  and  increased  plasma 

proteins, causing damage on microcirculation and reducing the blood flow in the organs 

affected by Chagas’ disease (Berra et al. 2005). In fact, in this work the infected rats had 

serum total proteins significantly higher than in controls. Another explanation has been 

based on the life cycle of the Y strain of T. cruzi in mice. Parasites were found in the 

capillaries of some organs, and it was hypothesized that, as the parasites were larger in 

diameter than the blood vessels, they could cause blood stasis (Pinto et al. 1999),

Histopathological changes similar to granulomatous mononuclear inflammatory 

reaction was observed in an experimental  model  (Pernia-Guillen et  al.  2001) and in 

humans (Silveira et al. 2007). Some studies on the behavior of several strains of T. cruzi 
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in mice also found inflammatory infiltrates in organs such as heart, skeletal muscle and 

smooth muscle (Silva et al. 2006; Devera et al. 2002; Martins et al. 2003).

The acute-phase of Chagas disease is a set of metabolic changes that include 

leukocytosis,  decreased  serum  zinc  and  iron,  increase  in  protein  catabolism  and 

glycogenesis,  increased  total  protein  synthesis  and  fever  (Araújo-Jorge  2000 ).  The 

decrease of the iron dosage, the increase in total protein and leukocytosis in the infected 

rats of this work, happened during the intense inflammatory response observed during 

the  analysis  of  the  biodistribution  of  the  99mTcO4
-.  The  lymphocytosis  found in  our 

results is usually found in the initial inflammatory process. The decrease in the number 

of red blood cells  and serum iron in the infected rats of this study may explain the 

anemia, which is common in humans, and was demonstrated in experimental models in 

mice  (Cardoso and Brener 1980; Marcondes et al. 2000). However, the mechanisms 

responsible for this change are not entirely clear. According to Malvezi et al. (2004), 

cytokines such as TNF-α produced by activated macrophages during the acute phase of 

infection, may decrease the erythropoiesis. Even with the decrease in red blood cells, 

we found that the uptake of  99mTcO4
- in the blood of infected rats was higher than in 

controls, probably due to the fact that the 99mTcO4
- connects for the most part (80%) to 

plasma  proteins  (Saha  2004).  The  increase  in  the  proteinemia  and  leukocytosis,  as 

evidenced  in  the  infected  rats  may at  least  in  part,  explain  the  increased  uptake  of 
99mTcO4

- in blood of that animals. Rebello et al. (1994) have shown uptake of 99mTcO4
- 

by  Schistosoma mansoni,  but  there  is  no  evidence  whether  the  99mTcO4
- is  able  to 

connect to the T. cruzi. Further studies about the binding of 99mTcO4
- to the parasite are 

still needed. 

In conclusion, at the peak of blood parasitemia, the Y strain of T. cruzi affected 

the biodistribution of 99mTcO4
-, specially in the colon and blood of rats. Histopathologic 

and metabolic changes may have influenced the changing on biodistribution.
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4. COMENTÁRIOS, CRÍTICAS E CONCLUSÕES

O desenvolvimento do presente trabalho teve como base a associação 

dos conhecimentos de radiobiologia com a doença de Chagas experimental e 

ao antiparasitário benzonidazol. Sua proposta foi verificar se haveria alteração 

na biodistribuição do radiofármaco pertecnetato de sódio em ratos tratados com 

o fármaco benzonidazol e em ratos infectados com o  Trypanosoma cruzi.  A 

parte experimental foi desenvolvida no Núcleo de Cirurgia Experimental Clóvis 

Sarinho do Centro de Ciências da Saúde (CCS) e no Laboratório de Ensaios 

Antiparasitários e Radiobiologia Experimental do Centro de Biociências (CB) da 

UFRN.   O  parasito  T.  cruzi utilizado  nos  experimentos  foi  doado  pelo 

Laboratório de Biologia do T. cruzi do Departamento de Parasitologia/ Instituto 

de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e o 

material radioativo pela Liga Norteriograndense contra o Câncer, Natal / RN. 

Os animais de Experimentação foram provenientes do Biotério do CCS e do 

CB da UFRN. Todo o protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética 

e Pesquisa do Hospital Universitário Onofre Lopes / UFRN sob o nº 08/2007.

O protocolo experimental  da tese foi  iniciado em 2006 com os testes 

pilotos de biodistribuição do pertecnetato de sódio e de infecção pelo T. cruzi 

nos ratos. O primeiro foi desenvolvido em Recife, no Departamento de Biofísica 

da  Universidade  Federal  de  Pernambuco  (UFPE),  pois  a  UFRN ainda  não 

dispunha de um contador gama, que é um aparelho que permite a contagem da 

radioatividade.  Nessa  época,  a  linha  de  pesquisa  em  radiobiologia,  estava 

recém-implantada na UFRN pelo Prof. Dr. Aldo da Cunha Medeiros. O fato de 

irmos para Recife para fazer a contagem da radioatividade dos órgãos gerava 
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maior  dificuldade  na  execução  do  experimento  e  um  custo  maior. 

Posteriormente a UFRN adquiriu um contador gama e então pudemos fazer os 

experimentos dentro da Universidade. 

O  teste  piloto  de  infecção  do  T.  cruzi,  foi  feito  para  verificarmos  a 

viabilidade da cepa Y do T. cruzi e para conhecermos o pico parasitêmico no 

rato.  Para  a  infecção  dos  ratos  com  o  T.  cruzi,  foi  necessário  o  uso  de 

camundongos  para  a  obtenção  dos  tripomastigotas  sanguíneos,  que  são 

formas  infectantes,  o  que  tornou  o  experimento  mais  dispendioso  e  exigiu 

capacidade  técnica  para  manipulação  de  camundongos  infectados.  Os 

tripomastigotas provenientes de culturas eram inoculados no camundongo e no 

pico  da  parasitemia  sanguínea,  era  feita  a  sangria  desses  animais  para  a 

obtenção de tripomastigotas  sanguíneas que seriam,  então,  inoculadas nos 

ratos. O comportamento biológico da cepa Y do T. cruzi foi analisado quanto à 

sua  capacidade  infectante  e  quanto  ao  dia  exato  do  pico  parasitêmico. 

Analisamos  também os  parâmetros  bioquímicos  e  hematológicos  dos  ratos 

infectados. Nesse experimento foram envolvidos alunos de graduação para a 

confecção de monografia sob a orientação da Profª. Dra Cecília Holanda do 

DMP.  Os  resultados  dos  testes  de  infecção  foram  apresentados  no  33º 

Congresso  Brasileiro  de  Análises  Clínicas  e  6º  Congresso  Brasileiro  de 

Citologia Clínica, realizado em Curitiba, com o título: “Avaliação Hematológica e 

Bioquímica em Ratas Wistar infectadas Experimentalmente com Cepa Y do 

Trypanosoma cruzi”. O resumo foi publicado na Revista Brasileira de Análises 

Clínicas, Rio de Janeiro: Sociedade Brasileira de Análises Clínicas, 2006. v.38. 

p.91B.
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A escolha do rato  Wistar como modelo experimental para o estudo de 

biodistribuição  do  radiofármaco,  foi  devido  a  esses  animais  desenvolverem 

lesões  similares  às  encontradas  na  doença  de  Chagas  humana em vários 

aspectos como: parasitemia, sorologia positiva, alterações eletrocardiográficas, 

miocardite e miosite, fibrose e pan-infectividade, na fase aguda e ninhos de 

amastigotas, cardiopatia e megas, na fase crônica31,  32. Esse modelo também 

se mostrou ideal por ser amplamente utilizado em estudos de biodistribuição de 

radiofármacos por vários autores21, 25, 26, 27, 28, 30. 

Verificada a viabilidade da cepa Y do T. cruzi e diante dos dados do dia 

do  pico  da  parasitemia  sanguínea  nos  ratos,  fizemos  os  testes  de 

biodistribuição do pertecnetato de sódio e separamos os órgãos para análise 

histopatológica. Os dados mostraram que ocorreram alterações da captação do 

radiofármaco  no  cólon  e  no  sangue  do  grupo  infectado  e  alterações 

histológicas  no  cólon.  Os  resultados  parciais  desse  experimento  foram 

apresentados  no  XX  Congresso  Brasileiro  de  Parasitologia  com  o  título: 

“Avaliação da biodistribuição do pertecnetato de sódio (Na99mTcO4)  em ratos 

infectados com Trypanosoma cruzi”, realizado em Recife em 2007.

A  partir  dos  resultados  foi  gerado  o  manuscrito:  “Biodistribution  of 

Technetium-99m  Pertechnetate  in  Rats  Infected  with  Trypanosoma  cruzi”, 

enviado para o periódico Experimental Parasitology (Qualis Internacional B1).

No segundo experimento, os ratos foram tratados com o antiparasitário 

benzonidazol por 30 dias e posteriormente foi feito o estudo de biodistribuição 

do radiofármaco. Esse experimento mostrou não haver interação entre a droga 

e o radiofármaco. Os resultados parciais foram apresentados no VI Congresso 

da  Sociedade  Brasileira  de  Biociências  Nucleares,  2008,  Cabo  Frio,  sob  o 
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título:  “Efeito  do  tratamento  crônico  da  droga  tripanosomicida  benzonidazol 

(Rochagan) na biodistribuição do pertecnetato de sódio (Na99mTcO4) em ratos 

wistar”,  com  o  resumo  publicado  na  revista  MN  Metabólica.  São  Paulo: 

Atlântica, 2008. v.10. p.32 – 33.

Os  resultados  das  dosagens  bioquímicas  e  hematológicas  no  grupo 

tratado com o benzonidazol foram apresentados no I Simpósio Internacional de 

Ciências Farmacêuticas do Nordeste do Brasil, realizado na cidade do Natal 

em  julho  de  2008,  sob  o  título:  “Effect  of  benznidazole  (rochagan)  on 

biochemical and hematological parameters in wistar rats”. 

O artigo completo foi  publicado no periódico, Qualis B2 internacional, 

Brazilian  Archives  Biology  and  Technology  com  o  título:  “Effect  of 

tripanosomicide  benznidazole  (Rochagan®)  on  the  biodistribution  of  sodium 

pertechnetate (Na99mTcO4) in wistar rats”. Vol. 51, pp. 175-180, 2008. 

A relevância dos resultados está pautada no fato de os radiofármacos 

serem amplamente utilizados como ferramenta diagnóstica através de exames 

cintilográficos, sendo cada vez mais freqüente em nosso país. Com isso, um 

número  cada  vez  maior  de  pessoas  tem  acesso  a  esses  métodos.  O 

benzonidazol, por ser o único fármaco antiparasitário de escolha no tratamento 

de  pacientes  chagásicos  no  Brasil,  é  utilizado  por  um  grande  número  de 

pessoas durante um período prolongado (30 a 60 dias)15. No presente estudo, 

ficou demonstrado que o radiofármaco pertecnetato de sódio não possui sua 

biodistribuição  alterada  em  muitos  órgãos,  quando  administrado  em  ratos 

tratados  cronicamente  com  a  droga  Bz,  sugerindo  não  prejudicar  a 

interpretação de diagnósticos por imagem. Devido a esse fato, os resultados 

mostraram-se  satisfatórios,  embora  constatados  em  animais  de 
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experimentação. Entretanto, são necessários ainda estudos in vitro e clínicos. 

Os  resultados  também  podem  contribuir  no  conhecimento  dos  efeitos 

citotóxicos do medicamento, já que pouco se conhece sobre seus efeitos na 

célula hospedeira.  

Ficou demonstrado também que a biodistribuição do radiofármaco, em 

ratos infectados com o T. cruzi, gera menor captação do pertecnetato de sódio 

no  intestino  grosso  e  maior  captação  no  sangue.  O  processo  inflamatório 

visualizado no intestino grosso, que é órgão alvo do parasito, e a mobilização 

do  sistema  de  defesa  com  aumento  da  produção  de  proteínas  totais  e 

leucocitose no sangue, talvez possam explicar as alterações de captação do 

referido  radiofármaco  nesses  sítios.  Também  não  podemos  descartar  a 

hipótese  de  haver  ligação  entre  o  99mTc  e  o  T.  cruzi no  sangue.  Além de 

possibilitar visualizar alterações teciduais precoces na fase aguda da infecção, 

podendo  ser  usado  como  ferramenta  diagnóstica,  esse  estudo  também 

contribuiu  para  o  conhecimento  do  modelo  rato  na  doença  de  Chagas 

experimental. 

Por tudo que aprendi e vivenciei  no decorrer do curso de Doutorado, 

considero  que  houve  uma  evolução  bastante  considerável  dos  meus 

conhecimentos.  O  processo  de  produção  de  idéias,  o  cumprimento  de 

disciplinas  obrigatórias  e  complementares,  o  desenvolvimento  de  diferentes 

protocolos  e  a  interação  e  convívio  com  diferentes  profissionais,  além  de 

contribuir  enormemente  para  meu  constante  aprendizado,  tiveram um valor 

inestimável no meu processo de formação e atuação. É pautada nessa rede de 

experiências, idéias e sentimentos que vem sendo desenvolvida a familiaridade 

com a pesquisa e o amadurecimento científico e profissional que poderão ser 
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relevantes para ações em futuros projetos de pesquisa, na orientação de alunos de 

graduação e/ou pós-graduação e na geração de novos conhecimentos.
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ABSTRACT

The  aim  of  this  study  was  to  evaluate  the  biodistribution  of  sodium 

pertechnetate  (99mTcO4),  used  in  scintigraphic  examinations,  in  Wistar rats 

experimentally infected with  the  Y strain of  Trypanosoma cruzi,  the parasite 

causing Chagas' disease and in rats treated for 30 days with the anti-T. cruzi 

benznidazole.  The  percentage  of  radioactivity  per  gram (%ATI/g)  of  various 

organs  such  as  brain,  heart,  esophagus,  stomach,  small  intestine,  colon, 

spleen, liver, muscle and blood was measured in an automatic gamma counter. 

Comparing  the  controls  with  the  treated  group,  it  was  observed  that  the 

biodistribution of  99mTcO4 did not change in the organs of animals treated with 

benznidazole. The rats infected with T. cruzi had increasing uptake of 99mTcO4 in 

the blood and decreasing in the colon. Additionally, histopathological changes in 

the  colon  were  observed.  In  conclusion,  the  data  show that  treatment  with 

benznidazole  in  rats  does  not  change the  biodistribution  of  99mTcO4 but  the 

infection by T. cruzi does it. This findings may result in potential diagnostic and 

clinical implications. The completion of this study had multidisciplinary nature 

with the involvement of biologists, physicians, pharmacists and statisticians.
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