Artigo Original

Resumo

Abstract

AVALIACAO DE PROCESSOS INFLAMATORIOS NA ARTICULACAO
TEMPOROMANDIBULAR EMPREGANDO LEUCOCITOS AUTOLOGOS
MARCADOS COM TECNECI0-99m EM MODELO ANIMAL*

Claudia Borges Brasileiro’, Valbert Nascimento Cardoso?, Bianca Ruckert®, Tarcisio Passos
Ribeiro de Campos*

OBJETIVO: O objetivo deste estudo foi identificar processos inflamatérios na articulagdo temporomandibu-
lar empregando leucécitos autélogos marcados com tecnécio-99m hexametilpropilenoaminooxima (*°*™Tc-
HMPAO). MATERIAIS E METODOS: Foi utilizado um modelo experimental de inducio de artrite na articula-
céao temporomandibular de dez coelhos machos da raca Nova Zelandia, por meio da injecéo intra-articular de
ovalbumina na articulacdo temporomandibular esquerda de cada animal. Para controle, na articulacdo con-
tralateral foi injetada solucédo salina. Ap6s a marcacéo dos leucécitos com °™Tc-HMPAO e injecdo endove-
nosa deste complexo nos coelhos, imagens cintilograficas foram obtidas. RESULTADOS: Observou-se cap-
tacdo aumentada dos ®*™Tc-HMPAO-leucécitos na articulacdo temporomandibular esquerda quando compa-
rada a direita. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste nao-paramétrico de Wilcoxon. Houve
diferenca estatisticamente significativa dos valores das contagens por minuto de radioatividade, relativos a
articulacédo inflamada quando comparados aos valores obtidos na articulacdo contralateral (p = 0,0073).
CONCLUSAO: O método empregando leucécitos autélogos marcados com *°™Tc-HMPAO é capaz de iden-
tificar focos inflamatérios de forma precoce e precisa, o que podera contribuir na conduta terapéutica dos
pacientes, antes que alteracdes estruturais sejam instaladas.

Unitermos: Desordem temporomandibular; Artrite; **"Tc-HMPAO.

Evaluation of inflammatory processes in temporomandibular joint employing technetium-99m-labelled au-
tologous leukocytes in an animal model.

OBJECTIVE: The present study was aimed at identifying temporomandibular joint inflammatory processes
employing technetium-99m hexamethylpropylene amine oxime (**"Tc-HMPAO)-labelled autonomous leuko-
cytes. MATERIALS AND METHODS: We have utilized an experimental model of arthritis induction in ten
adult male New Zealand rabbits by means of ovalbumin intra-articular injection into each left temporoman-
dibular joint. For control purposes, saline solution was injected. After leukocytes radiolabelling with %°™Tc-
HMPAO and injection into rabbits, scintigraphic images were obtained. RESULTS: A higher %™ Tc-HMPAO-
leukocytes uptake was observed in left temporomandibular joint in comparison with the contralateral joint.
Wilcoxon non-parametric test was applied for statistical analysis. There was a statistically significant differ-
ence between counts of radioactivity per minute in the inflammed joint and the contralateral one (p = 0.0073).
CONCLUSION: The method employing **"Tc-HMPAO-labelled autologous leukocytes allows an early and
accurate detection of inflammatory processes, contributing to the adoption of a therapeutic conduct for patients
before structural alterations have occurred.

Keywords: Temporomandibular joint disorder; Arthritis; ®*™Tc-HMPAO.
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INTRODUCAO

A desordem temporomandibular (DTM)
€ um termo utilizado para abranger vérias
alteractes clinicas que envolvem a articu-
lagdo temporomandibular (ATM), amuscu-
latura da mastigac&o e as estruturas asso-
ciadas. A tomografia linear, a tomografia
computadorizada e a ressonancia magné-
tica s8o métodos altamente sensivels, am-
plamente utilizados naavaliacéo das desor-
dens inflamatérias da ATM, mas pouco
precisos na determinagdo dos estagios ini-
ciais da inflamagdo. Estes e outros méto-

dosradiogréficosrotineiramente utilizados
no estudo dasDTM, taiscomo radiografias
panoramicas, radiografias transcranianas e
artrografias, permitem a visualizacdo de
dteragdes anatdbmicas jainstaladas. A cin-
tilografia, por basear-se em alteracOesfisio-
|6gicas e bioquimicas, como aumento da
permeabilidade vascular, aumento do fluxo
sanguineo local e extravasamento celular,
permite a identificacdo precoce de altera-
¢Oesinflamatorias, ao contrério dos méto-
dosconvencionaisdeimagem. A utilizaco
de leucdcitos autélogos marcados com in-
dio-111 (*In) e tecnécio-99m (*™Tc) é
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considerada como “padréo ouro” no diag-
nostico de processos inflamatdrios.

O objetivo deste estudo foi identificar
focos inflamatdrios na ATM empregando
leucécitos autélogos marcados com M Tc-
hexametilpropilenoaminooxima  (**™Tc-
HMPAQO) em modelo animal.

MATERIAISE METODOS

Dez coelhos adultos machos da raga
Nova Zelandia foram utilizados neste es-
tudo. Para ainducdo da artrite, os animais
foram sensibilizados com 4 mg de ova bu-
mina (Sigma) em 1 ml de adjuvante com-
pleto de Freund, administrados, por via
intradérmica, em cinco sitios (0,2 ml cada).
Apbs duas semanas, foi aplicadaumadose
de reforgo utilizando a mesma concentra-
¢&0. Cinco dias ap6s o reforgo, os animais
foram testados para sensibilizac&o, por in-
jecdo intradérmica de 100 pl de uma so-
lugéo de ovalbumina 400 pg/ml em solu-
¢do salina. Ap6s confirmagdo dos sinais
associados a uma resposta imunolégica,
taiscomo, edemace principal mente eritema,
a artrite foi induzida unilateralmente na
ATM esquerda por injecdo intra-articular
de 0,2 ml (20 mg/ml) de ovalbumina em
solucdo salina (articulagdo-foco). Como
controle, na articulagdo contralateral foi
injetado 0,2 ml de soluc&o salina (articu-
lag&o-controle)™®. Durante os procedimen-
tos de induc&o daartrite, os animaisforam
anestesiados com xilasina (Rompun® — 20
mg/ml, 5 mg/kg de animal, intramuscular)
associadaaquetamina (Dopalen” — 100 mg/
ml, 40 mg/kg de animal, intramuscular).

O sangue dos animais foi coletado (30
ml) cinco dias apds aindugdo do processo
inflamatério e os leucécitos foram separa-
dos e marcados com ¥ Tc-HMPAO®@. O
rendimento de marcacdo foi calculado e a
lipofilicidadedo HMPAO foi determinada.

Asimagens cintilograficas foram reali-
zadas uma hora ap6s injecéo endovenosa
de ®MTc-HMPAO-leucdcitos. Imagens es-
téticas foram obtidas nas visdes dorsal e
ventral naregido do foco e, em seguida,
foram realizadas imagens de corpo inteiro
parainvestigar abiodistribui¢do dosleuco-
citos radiomarcados. A comparagdo dos
valores de contagem por minuto (cpm) re-
lativos a articulagdo inflamada (articula-
¢éo-foco) e ao lado contralateral (articula-
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¢ao controle) foi realizada utilizando-se o
teste ndo-paramétrico de Wilcoxon (teste
do sinal paravalores pareados). O nivel de
significanciaadotado foi de 1% (p < 0,01).

Para realizacdo de tomografias compu-
tadorizadas, uma semana apds aredizacao
dasimagens cintilogréaficas, foram selecio-
nados dois animais aleatoriamente. Foram
realizados vérios cortes com espessuras de
10 mm, em secgBes obliquas, naregido da
ATM, em condicdes de operagéo a 130 kV
e 340 mAs.

A realizacdo deste estudo foi aprovada
pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal da Universidade Federal de Minas
Gerais(Cetead UFMG), conforme protocolo
ne 033/03.

RESULTADOS

A médiatotal dos rendimentos de mar-
cacdo foi de 51%. Com relacdo a lipofili-
cidade, o percentual de radioatividade, em
MCi, presente na fase oleosa foi sempre
superior ao percentual relativo da fase
aquosa. O percentual médio encontrado na
fase organicafoi de 81%, enquanto nafase
inorganica foi de 19%.

A imagem cintilogréficaestética, proje-
¢&o ventral, realizada uma hora apds ain-
jecgo endovenosa de ®™Tc-HMPAO-leu-
cocitos, mostrou maior captagdo de leuct-
citos radiomarcados na ATM esquerda
(focoinflamatério) emenor captacéo dera-
diacdo naATM direita(controle) (Figural).

| <<- ROI D (ATM D)

ROI E (ATM E) ->> ‘

:

A

A captagdo em todos os experimentos foi
sempre maior na articulagdo foco. A articu-
lagdo inflamada (foco) apresentou valores
superiores de atividade na regido de inte-
resse (ROI), em cpm, estatisticamente sig-
nificativos quando comparados aosvalores
de atividade obtidos na articulagdo contra-
lateral (controle) (p =0,0073). Asimagens
cintilogréficas dinamicas, projegdes ven-
tral e dorsal, obtidas umahoraapésainje-
80 endovenosa de M Tc-HMPAO-leucdai-
tos, mostraram biodistribuicgo fisiol6gica
dos leucdcitos radiomarcados, com capta-
¢&o pelo figado, bago e pulméo (Figura 2).

N&o foram observadas alteragdes estru-
turais nas superficies articulares da articu-
lagdo-foco nas imagens tomogréaficas ob-
tidas 12 dias apds a indugéo do processo
inflamatorio (Figura 3).

DISCUSSAO

As desordens funcionais daATM estéo
relacionadas a um distirbio do complexo
condilo-disco, a uma incompatibilidade
estrutural das superficies articulares e a
instalacdo de processos degenerativos e
inflamatérios articulares que fazem parte
de um grupo de condigdes que acometem o
sistema mastigatério denominado DTM®,
Os dados coletados por meio da anamnese
edo exameclinico dos pacientes sdo abase
para o estabelecimento de um diagndstico
correto dos distarbios da ATM. Em algu-
mas situagoes, informagdes adicionais ob-

ATHM ->> .

SITIO DE INJECAD ->> ¥

DIR.

Figura 1. Imagens cintilograficas estaticas — projecao ventral —, uma hora apds injecdo endovenosa

de %™Tc-HMPAO-leucécitos.
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Avaliacdo de processos inflamatérios na ATM empregando leucécitos autélogos
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Figura 2. Imagens cintilogréficas dinamicas — projecoes ventral (A) e dorsal (B) —, uma hora apds injecao
endovenosa de *™Tc-HMPAO-leucdcitos, mostrando a distribuigao fisioldgica dos leucdcitos radiomar-
cados.

Figura 3. Imagens tomograficas — projecéo dorsal —, obtidas 12 dias ap6s inducao da artrite. Cortes

em secgdes obliquas na regiao da ATM.

tidas através de exames complementares
A0 necessarias™. A radiografia panoramica
etranscraniana, atomografialinear e com-
putadorizada, a artrografia, a ultra-sono-
grafia e a ressonancia magnética sdo mé-
todos de diagnostico utilizados para ava-
liar a anatomia e as desordens da ATM®),
Entretanto, todos esses métodos de diag-
nostico dependem de alteracdes estruturais
para indicar a presenca de um processo
inflamatério. Desse modo, os métodos des-
critos acima sdo incapazes de diagnosticar
um foco inflamat6rio precocemente.

A deteccdo precoce da resposta celular
a processos inflamat6rios que acometem a
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ATM é decisiva na determinacéo de um
diagndstico definitivo antes do comprome-
timento estrutural das superficies articula-
res®. Asimagenscintilogréficasredizadas
com o emprego de leucdcitos marcados,
com o isétopo radioativo ®™Tc, permitem
diagnosticar focosinflamatérios no estégio
inicial dadoenca. Vérios estudos nalitera-
tura foram efetivos na avaliacdo de diver-
sos tipos de condigdes inflamatdrias em-
pregando leucécitos marcados com o com-
plexo ®™Tc-HMPAOU, Entretanto, ne-
nhuma pesquisa que utilizasse este método
no estudo de alteragdes inflamatérias en-
volvendo especificamente a ATM foi en-

contrada. Dessa forma, a proposta deste
trabalhofoi utilizar acintilografiacom leu-
cécitos radiomarcados no diagndstico pre-
coce de disturbios inflamatérios que aco-
metem aATM em modelo animal.

Com relacdo amarcacdo dosleucdcitos,
os resultados obtidos mostraram rendi-
mento médio da ordem de 51%. Este dado
mostra que cerca de metade das moléculas
do complexo *™Tc-HMPAO que foram
incubados com os leucécitos penetrou no
seu interior marcando-os. Os resultados
obtidos est&o de acordo com os descritos
por Martin-Comin et al.19, que encontra-
ram um valor médio de 55,3% a 75,4% de
rendimento de marcagdo de leucécitos hu-
manos.

Paraaobtencdo de um bom rendimento
de marcacdo de leucdcitos da ordem de
55%, torna-se imprescindivel determinar a
lipofilicidade do HMPAO. O vaor médio
de lipofilicidade do HMPAO obtido neste
estudo foi de 81%. Estudos na literatura
demonstraram que, no momento damarca-
¢do dos leucdcitos, a lipofilicidade do
HMPAO era de 85%® e 78%19.

Neste estudo, ap6s uma hora da admi-
nistracéo endovenosa em coelhos, os leu-
cocitos marcados apresentaram captacéo
fisiolégica pelo pulméo, figado e bago, em
concordancia com varios traba hos descri-
tos na literatura®%'?, Este dado sugere
gue ndo tenha havido destruicdo dessas
células durante o processo de marcagao,
ressaltando a integridade das mesmas. A
captagdo de radioatividade observada na
bexigaé devidaaeliminagdo renal do com-
plexo HMPAO marcado com ®™Tc. Parte
do complexo *™Tc-HMPAO pode deixar o
interior dos leucdcitos, iniciando um pro-
cesso de eliminagdo renal, minutos apés a
injecao dosleucdcitos radiomarcados 319,

A interpretac8o dasimagenscintilogra-
ficas quando se emprega leucdcitos mar-
cados requer a comparagdo da radioativi-
dade daROI com aradioatividade em uma
regido referencial normal pré-determina-
da®. Neste estudo, a articulagio contra-
lateral, tratada com solucéo salina, foi uti-
lizada como articulagdo-controle. Em to-
dososanimaisaatividaderegistradanaar-
ticulagdo-foco (ATM inflamada) foi esta-
tisticamente maior que na articulagéo-
controle (p = 0,0073). Portanto, fica evi-
dente uma captagdo maior dos leucécitos
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radiomarcados no sitio da inflamag8o, es-
tatisticamente significativa, cinco diasapds
ainducdo do processo inflamatério, o que
abre uma perspectivaparaautilizagéo desse
método no diagndstico precoce de desor-
dens inflamatérias da ATM.

A tomografia computadorizada é o mé-
todo de diagndstico mais preciso paraava-
liac&o dos componentes 6sseos daATM e
possives ateragdes estruturais das super-
ficies articulares™'9, Entretanto, asima-
genstomogréaficas obtidas sete diasapésas
imagens cintilogréficas néo foram capazes
derevelar qualquer anormalidade naregido
da ATM. Este resultado vem corroborar a
hipétese de que os leucdcitos radiomarca-
dos podem auxiliar no diagndstico precoce
defocosinflamatériosdaATM, jaque esse
método se baseia em alteracBes fisiol 6gi-
cas e ndo anatdémicas. Os eventos vascula-
res (vasodilatac&o e aumento da permeabi-
lidade vascular) e celulares (exsudac&o de
leucdcitos) dos processosinflamatdrios sdo
caracteristicas fisiol 6gicas importantes na
inflamag&o aguda. Embora o método de
leuctcitos radiomarcados sejaconsiderado
por alguns pesquisadores>® como “pa-
dr&o ouro” para o diagnéstico precoce de
inflamac&o, indiferente da regido que se
encontra o local daagressdo, ndo haregis-
trosnaliteraturadaaplicagdo deste método
na avaliago de processos inflamatérios
que envolvam aATM. Assim, este estudo
mostrou que o0 método de leucocitos autd-
logos marcados com *™Tc-HMPAO é ca
paz de identificar focos inflamatérios na
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regido da ATM, abrindo nova perspectiva
para a utilizag8o da técnica em diagnosti-
cos na érea odontol 6gica.

CONCLUSAO

O método de leucdcitos autélogos mar-
cados com *™Tc-HMPAO mostrou-se efi-
caz naidentificag&o precoce defocosinfla-
matérios na ATM em modelo animal.
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