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Prezados Senhores, 
 

Venho por meio deste, mui respeitosamente, apresentar o Plano de Trabalho intitulado "AVALIAÇÃO 

DO RADIOFÁRMACOS [18F] FDG E [18F] FMISO PARA DETECÇÃO DE CHAGAS POR PET / CT",para 
análise e parecer desta Comissão de Pós-Graduação. 

 
Declaro estar ciente que, caso a pesquisa deste Plano de Trabalho envolva “seres humanos, animais de 
laboratório ou silvestres, de forma direta ou indireta, em sua totalidade ou partes deles, incluindo o 
manejo de informações e materiais” será necessária solicitação de parecer do Comitê de Ética na 

Pesquisa, e/ou que, caso a pesquisa deste Plano de Trabalho envolva “trabalhos de engenharia 
genética, construção, experimentação, cultivo, manipulação, transporte, comercialização, consumo, 
armazenamento, liberação ou descarte de Organismos Geneticamente Modificados (OGM) e 
derivados” será necessária solicitação de parecer do Comitê de Biossegurança. 

 
 
 

Atenciosamente, 
 
 
 
 

Assinatura da Aluna 
 
 
 
 
 

Assinatura do Orientador
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PLANO DE TRABALHO PARA MESTRADO PROFISSIONAL 
 
 

Candidata: Lizz Nataly Villarroel Fernández 
 

Orientador: Emerson Soares Bernardes 
 

Título do trabalho: "AVALIAÇÃO DO RADIOFÁRMACOS [18F] FDG E [18F] FMISO PARA DETECÇÃO 

DE CHAGAS POR PET / CT", 

 

Resumo:  

A tomografia por emissão de pósitrons (PET) é uma técnica de medicina nuclear que usa substâncias 
radioativas emissoras de pósitrons incorporadas a sistemas fisiológicos in vivo para obter imagens da 
distribuição espaço-temporal de processos moleculares ou celulares. As imagens tomográficas representam 
a distribuição volumétrica do radiofármaco e podem ser utilizadas para acúmulo e / ou eliminação do mesmo 
em órgãos ou tecidos específicos que fornecem informações sobre o organismo.  
 
Os sistemas de tomografia por emissão de pósitrons para estudar pequenos animais (microPET) representa 
um desafio devido ao tamanho e peso dos sujeitos a serem estudados. Para obter dados funcionais úteis, os 
sistemas microPET devem ter alta sensibilidade (para minimizar a dose e reduzir o tempo de estudo), ao 
mesmo tempo, produzir imagens com alta resolução espacial. 
 
A combinação de técnicas de medicina nuclear com outras técnicas de monitoramento de doenças e 
tratamentos em modelos animais pode contribuir para a obtenção e validação de resultados, como 
imunologia, genética e parasitologia. Razão pela qual se pretende desenvolver este trabalho de pesquisa, 
levando-se em consideração que a doença de Chagas é endêmica, na região da América Latina, e que existem 
poucos estudos sobre a detecção de Chagas por PET / CT. 
 
A doença de Chagas afeta cerca de 12 milhões de pessoas (APT. W, 2010) que sofrem desta doença. 
Considerando que cerca de 30% dos pacientes com Chagas sofrem de doenças importantes, sejam elas 
fisiológicas e morfológicas. Da mesma forma, é possível encontrar reativações do parasita Trypanosoma 
cruzi em indivíduos afetados por Chagas, como consequência de imunossupressão secundária a infecções, 
neoplasias, uso de imunossupressores ou quimioterapia (MINSAL, Chile 2010 Guia Clínico "Guias para 
Diagnóstico, Tratamento e Prevenção da Doença de Chagas ”.) favorecendo o desenvolvimento de formas 
graves da doença. O presente estudo tem como objetivo analisar a doença de Chagas por meio de modelos 
murinos, e imagens de PET / CT, que possam contribuir de forma otimizada para estudos clínicos no 
acompanhamento do paciente durante o curso da doença, para evitar complicações e alterações fisiológicas. 
graves como: cardiomegalia, megacólon, megaesôfago, principalmente. 
 
Actualmente, sabe-se que o Trypanosoma cruzi possui vários tipos de linhagens associadas à clínica e 
pathogenêse da doença e até mesmo com o grau de resistência aos medicamentos utilizados. Embora todas 
as linhagens produzam a doença de Chagas. Uma das cepas aplicadas em modelos de estudo experimental 
é a cepa de γ da linhagem II que será utilizada no presente estudo para a infecção de modelos experimentais. 
 
Da mesma forma, foi considerada para a presente pesquisa, a capacidade do Trypanosome cruzi em função 
da adaptação de seu microambiente, produção de vesículas extracelulares, que intervêm na prevenção da 
resposta imune e fatores relacionados às espécies reativas como o oxigênio, nitrogênio ROS, NOS, associado 
à hipóxia. 
 
Portanto, a través deste projeto pretende-se: A deteção por imagem da doença de Chagas por meio da 
síntese de moléculas associadas ao 18F-FDG e 18F-FMISO, utilizando métodos de pesquisa pre-clínica e 
imagens PET/CT de alta resolução.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

A doença de Chagas é causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, descoberta em 1909 por Carlos 
Chagas em Minas Gerais (Brasil). É endêmica em grande parte do território americano (Ministério 
da Saúde, Manual Operacional) e afeta aproximadamente 12 milhões de pessoas (APT. W, 2010). 
(Técnico da OMS) (Report Series 905. 2002) Sendo um verdadeiro problema de saúde e um desafio 
médico-sanitário, pela alta prevalência e alta morbimortalidade que produz nas populações rurais, 
marginais e de baixa renda (Ministério da Saúde Bolívia 2007 Manual Operacional). 
 
Em relação ao tratamento, observa-se que, 111 anos após a descoberta da doença de Chagas 
(Ministério da Saúde Bolívia 2007 Manual Operacional), ainda não existe um grande grupo de 
medicamentos e estratégias para prevenir e controlar a tripanossomíase americana. A comunidade 
científica está desenvolvendo pesquisas com novas moléculas como: mostardas nitrobenzil 
fosforamida (Buchanan-Kilbey G 2013), 5,7-diaril-2,3-diidro-1,4-diazepinas (diarildiazepinas), 
moléculas sintetizadas por ciclocondensação de flavonas substituídas por etilenodiamina (Menezes 
JC 2015) 5,7-diaril-2,3-dihidro-1,4-diazepinas (diarildiazepinas), moléculas sintetizadas por 
ciclocondensação de flavonas substituídas por etilenodiamina (Díaz CA 2012), azóis como 
posaconazol, ravuconazol (Keenan M 2014), bem como fexinidazol (Good Clinical Practice 2020). 
Que mostraram uma certa capacidade, tripanocida, incluindo moléculas derivadas de compostos 
naturais, como Ampelozizyphus amazonicus (Santos KK. 2012), 
 
A doença de Chagas é uma condição complexa, de difícil erradicação e cujo tratamento não é 
totalmente eficaz, particularmente na fase crónica da doença (Manual Operativo do Ministério da 
Saúde) (APT, W.; Zulantay, 2011). 
 
Por meio de diversos estudos sobre Chagas, foi demonstrada, níveis muito elevados de diversidade 
genética, de Trypanozoma cruzi, e um grande número de marcadores genéticos tem sido usado 
para estratificar a espécie em várias subdivisões. Muitas evidências apoiam a existência de uma 
estrutura multiclonal das populações de T. cruzi (Tibayrenc et al., 1991); (Tibayrenc e Ayala, 2002); 
(Sturm e Campbell, 2010). A elevada diversidade genética, e os isolados apresentam características 
biológicas distintas, provavelmente relacionadas com as diferentes apresentações clínicas da 
doença de Chagas (forma indeterminada, manifestações cardíacas e digestivas). (Breniere SF, 
Bosseno MF 1995) 
 
Essas diferenças são expressas nos níveis de parasitemia e tropismo por determinados órgãos, bem 
como no desenvolvimento de várias patologias em mamíferos infectados, incluindo o ser humano. 
(García, 2011). 
 
A doença de Chagas passa por muitas variáveis de estudo, que são muito específicas dela, e tornam suas 
pesquisas muito interessantes. Por exemplo, tem duas fases: a fase aguda e a fase crônica (CDC Fact 
Sheet 2017). 
As duas fases podem ser assintomático ou ser potencialmente mortais. (MINSAL, Chile 2010 Guia Clínico 
"Guias para o Diagnóstico, Tratamento e Prevenção da Doença de Chagas") 
 
Fase aguda.- Esta fase ocorre nas primeiras semanas entre 7 e 84 dias. (Isaza S, 2012) Geralmente 
passa despercebido porque não apresenta sintomas ou exibe apenas sinais e sintomas leves que 
não são exclusivos da doença de Chagas (CDC Hoja informative 2017)  
 
Fase crônica.- Durante esta fase a infecção pode permanecer assintomática por décadas ou mesmo 
por toda a vida. No entanto, alguns pacientes apresentam complicações ao longo da vida, como: 
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• Complicações cardíacas, que pode incluir o coração aumentado (cardiomiopatia), 
insuficiência cardíaca, ritmo ou frequência cardíaca anormal e parada cardíaca (morte 
súbita) (CDC Hoja informative 2017); ou 

• Complicações intestinais, que podem incluir um aumento do esôfago (megaesôfago) ou 
cólon (megacólon) e pode causar dificuldades para comer ou defecar (CDC Hoja informative 
2017). 

Da mesma forma, outra variável que se destaca na doença de Chagas, causada pelo Trypanosoma 
cruzi, são os estágios morfológicos, que o parasita adota (chamados de amastigota, epimastigota e 
tripomastigota). Que estão relacionadas ao tipo de hospedeiro em que se encontra e à fase da 
doença, entre os principais aspectos. (Apt W. 2008) (Tyler KM. 2001) 

Da mesma forma, pesquisas têm sido desenvolvidas a respeito de moléculas (fragmentos de 
membrana e componentes citosólicos, incluindo proteínas, lipídios e ácidos nucléicos) chamadas 
vesículas extracelulares VEs que podem afetar o curso da infecção e a progressão da doença 
causada pelo parasite, através da modulação das respostas imunes inatas e adquiridas do 
hospedeiro (M. F. Goncalves et al 1991; Trocoli Torrecilhas A. C. 2009; Bayer-Santos E. et al, 2013; 
Cestari  I. et al 2012), participando ativamente dos processos de adesão e invasão celular. 

Da mesma forma, quando o T. cruzi entra no hospedeiro, a primeira linha de defesa é ativada, ou 
seja, a resposta imune inata (Almeida I.C. et al  2000), por meio da sinalização do receptor Toll (TLR) 
e ativação de macrófagos por glicoproteínas semelhantes à mucina (Almeida I. C. et al 2001, 
Ferguson M. A. J. et al 1999; resultando no aumento da produção de IL-12, IFN- ! e óxido nítrico 
(NO) (Campos M. A. S.  et al  2001). 

Porém, o Trypanozoma cruzi responde à variação das mudanças por possuir plasticidade 
morfogenética para se adaptar a um microambiente específico, mimetizando propriedades 
biológicas e antigênicas, como pôde ser observado no estudo de Graterol D. 2013 através do cultivo 
do Trypanosoma cruzi com diferentes tensões de oxigênio (Graterol, et al 2013) 
 
O exposto parece indicar que o Trypanosoma cruzi é altamente afetado pelas condições que o 
cercam durante as fases de infecção, razão pela qual esta pesquisa, prentede aplicar o 18F-FMISO 
devido às suas propriedades como rádio-traçador na imagem PET, que permite uma avaliação não 
invasiva da hipóxia. 
 
Desse modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar a capacidade de detecção do 
Trypanosoma cruzi por meio de PET / CT utilizando radiofármacos convencionais como 18F-FDG e 
18F-FMISO, em modelos murinos, infectados com a linhagem II cepa γ  em suas fases aguda e crónica 
da doença. 
 
2 OBJETIVOS 

 
OBJETIVO GERAL. 

Realizar os estudos de pesquisa pré-clínica utilizando o equipamento microPET/SPECT/CT para a 
avaliação do radiofármacos 18F-FDG e 18F-FMISO na detecção da doença de Chagas por PET / CT. 
 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS.  

1. Avaliar a influência dos estágios de hipóxia tecidual com respeito aos casos de infecção aguda e 
crónica de infeção através de imagen PET/CT utilizando o radiofármaco 18F-FMISO. 

2. Avaliar a sensibilidade e especificidade da imagem PET/CT utilizando o 18F-FDG na detecção de 
alterações morfológicas e fisiológicas dos órgãos típicos da doença de Chagas, nas fases aguda e 
crónica de infeção. 
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3 JUSTIFICATIVA 
 

3.1 Impacto 
 

Contribuir por meio de estudos científicos para o desenvolvimento de protocolos utilizados na deteção 
de Chagas, monitorados por PET / CT. 
 
3.2 Aplicabilidade 

 
O trabalho de investigação desenvolvido serã divulgado na comunidade científica da área de medicina 
nuclear de forma gratuita e imparcial. 
 

3.3 Inovação 
 
A Organização Pan-Americana da Saúde considera a doença de Chagas uma doença tropical 
negligenciada ou doença da pobreza que, apesar de ser endêmica em 21 países das Américas, não 
foram adotadas novas e melhores estratégias para combatê-la (Informações gerais da OPS: Doença 
de Chagas 2020). 
 
Portanto, o presente trabalho de pesquisa permitirá um maior conhecimento sobre esta doença, por 
meio do uso da tecnologia nuclear aplicada à medicina, visto que atualmente são poucos os estudos 
relacionados ao PET / CT associado a Chagas. 
 
Da mesma forma, o estudo pode proporcionar maior conhecimento científico a respeito dos factores 
de Trypanosoma cruzi, relacionadas às especies reactivas de oxígeno, ROS e NOS, asociados a hypoxia, assim 
como outros aspectos relacionados à evasão da resposta imune. 
 
3.4 Complexidade 
 
A complexidade da pesquisa está baseada na análise das variáveis propostas no tema de pesquisa: 
 
A.    COMPLEXIDADE DO PONTO DE VISTA DA DETEÇÃO: 
 
Até o momento, não existe um protocolo oficial, descrito e aplicável para o diagnóstico da doença de 
Chagas, utilizando a tecnologia PET / CT. 
 
No entanto, alguns estudos com 18F-FDG, como o realizado por Moll-Bernardes RJ 2020 janeiro e junho 
2020, apontam a possibilidade de futuras aplicações do uso de PET / CT na prevenção de complicações 
patológicas causadas pela doença de Chagas, como arritmias ventriculares. 
 
Da mesma forma em relação ao 18F-FMISO, este compartilha quimicamente muitas características 
semelhantes a outros derivados do nitroimidazol, utilizados na terapia farmacológica de Chagas 
(Benzinidazol, Ravuconazol, Posaconazol, Fexinidazol; Bahia MT 2012).  
  
Apesar dos estudos em geral sobre Chagas e suas características hipóxicas serem muito limitados, 
alguns dados experimentais e clínicos para Chagas, como os de Simoes M 2002: Sustentam eventos 
isquêmicos transitórios associados a distúrbios funcionais do fluxo sanguíneo coronariano, como parte 
relevante do mecanismo, principalmente na cardiomiopatia chagásica crônica. 
 
O trabalho realizado por Simones 2002 indica que a miocitólise é uma forma particular de degeneração 
celular aparentemente relacionada à hipóxia secundária a episódios isquêmicos repetitivos de baixa 
intensidade. Além disso, foram mostradas áreas com vascularização diminuída, o que tem sido 
denominado decapilarização reativa mesenquimal. 
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B. COMPLEXIDADE DO PONTO DE VISTA INFECTIVO: 
 
Por meio de diferentes estudos de pesquisa foi identificado que a espécie T. cruzi mostra níveis muito 
altos de diversidade genética e um grande número de marcadores genéticos usado para estratificar as 
espécies em várias subdivisões. Por tanto, propõe-se utilizar para este trabalho a cepa γ da linhagem 
II, para aplicar aos modelos experimentais (camundongos). Levando em consideração as diversas 
variáveis para o acompanhamento de Chagas, entre elas o desenvolvimento da patologia aguda e a 
transição para a crônica. 

 
4. MATERIAISE MÉTODOS 
PROPOSTA: 

 

Ø A cepa γ do linhagem II, será usada como cepa de referência, na infecção dos modelos 
experimentais com chagas. 

Ø Serão utilizados dois radiofármacos 18F-FDG e 18F-FMISO para a realização das imagens com 
PET/ CT. 

Ø A linhagem de camundongo BALB / c será usada como modelo experimental para o estudo. 
 
Para o desenvolvimento deste trabalho, serão levadas considerações, relacionadas ao processo de 
investigação. Principalmente: 

1. Produção dos radiofármacos 18F-FDG e 18F-FMISO, 

2. Cultura do parasita, 

3. Infecção em modelos experimentais, 

4. Biodistribuição e imagen, 

5. Farmacocinética 

6. Histopatologia 

 
 
 
 

1.1. Radiossíntese do 18F-FMISO 

O [18F]FMISO (esquema 1) será preparado seguindo os processos de marcações não automatizadas 
os radiofármacos (SORGER et al., 2003). 

 
Esquema 1 – Radiossíntese do 18F-FMISO. 
 
Brevemente, uma amostra de 1,5 mL do íon 18F-Fluoreto [18F]- (proveniente do Cíclotron), foi passada 
através de uma coluna de troca iônica (SEP-PAK light, QMA). Em média, uma atividade de 2,96 GBq 
do [18F]- ficou adsorvido no pequeno cartucho QMA. Em seguida, o [18F]- foi eluído do cartucho QMA 
lentamente com uma mistura de Kryptofix 2.2.2 (11,0 mg; 29,2 mmol) em 800 μL de acetonitrila e 
K2CO3, (2,2 mg; 15,9 mmol) em 200 μL de água Milli Q. Após este passo, a solução de [18F]-F-/ K 2.2.2 
K+ foi seca sob uma corrente de gás de N2 a 100°C. Para garantir a eliminação de água residual, a 
solução foi submetida a três ciclos de destilação azeotrópica com acetonitrila (1mL) a 100 °C.  
 
Para o [18F]FMISO, uma solução de 4 mg (9,4 mmol) de precursor 1- (2-nitro-10-imidazolil)-2-O-tetra-
hidropiranil-3-O-toluenossulfonilpropano-diol (NITTP) em 1 mL de acetonitrila anidro foi adicionado 
ao resíduo da evaporação, e a mistura foi aquecida a 100 °C por 10 min, seguida por hidrólise com 1 
M HCl (1 mL) a 100 °C por 3 min.  
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Após resfriamento até à temperatura ambiente, foi adicionado NaOH 1 M (1 mL) para neutralizar. A 
mistura de reação bruta foi passada por um cartucho de fase reversa Sep-Pak C18 Plus para 
purificação; o [18F]FMISO foi retido no cartucho e eluído com 1 mL de etanol. 
O produto puro de [18F]FMISO será diluído com salina/ etanol a 10% e depois esterilizados com 
membrana estéril de 0,22 μm. 
 

1.2. Radiossíntese do 18F-FDG 

Para a síntese de 18F-FDG, uma solução de 10 mg (0,02 mmol) de triflato de manose em 0,8 ml de 
acetonitrila será adicionada ao resíduo seco contendo o complexo [K / K2.2.2] + 18F. A reação será 
realizada em um recipiente fechado a 80 ºC por 5 min . A mistura será evaporada até um volume de 
0,13-0,2 mL passando nitrogênio por 2 min e então resfriada a 40-45 ºC. Ao vaso reaccional será 
adicionado 0,9 mL de NaOH 0,3 M. A mistura será agitada por 10 s em Vortex e hidrolisada por 100 s 
em uma corrente de nitrogênio. Em seguida, a mistura será neutralizada com 0,8 mL de HCl 0,5 M. A 
temperatura será elevada para 120 ºC, e vestígios de acetonitrila serão removidos passando 
nitrogênio por 4 min. A mistura de reação será diluída com 3 mL de água e passada através de uma 
coluna cheia com 0,5 g de resina de troca catiônica LC-SCX e 0,5 g de LC Alumina N de alumina neutra. 
Na saída da coluna, será colocado um filtro esterilizante e um frasco para o produto. 
 

1.3. Controle de qualidade do [18F]FMISO e 18F-FDG 

O produto 18F-FMISO será submetido a análise por CLAE para determinar a pureza radioquímica em 
coluna analítica:  
-Fase estacionária: Agilent C18, 4.6 mm x 250 mm, 5 μ , 100 Ǻ. 
-Fase móvel: Solvente (A) Água Milli Q + 0,1%TFA, Solvente (B) 100% Acetonitrila  
-Corrida: de 10% a 100% de Acetonitrila em 20 min. 
-Fluxo: 1 mL/min. 
-Comprimento de onda: 300 nm.  
O produto será monitorado por detector UV e de radioatividade, e o padrão não radioativo será 
utilizado como referência no processo cromatográfico.  
 
O controle de qualidade do 18F-FDG será realizado por TLC (cromatografia em camada fina) utilizando 
a fase estacionária TLC-SG (10 cm) e a fase móvel: acetonitrila : água (95% : 5%, v/v). o Rf esperado 
para o 18F-FDG é de 0,45, para o 18F é de 0 e para o 18F-FDG acetilado é de 0,8-0,9.  
 
 
 
2. CULTIVO DEL PARÁSITO Trypanosoma cruzi: 

 
De acordo com o artigo de Velazco C. et al 1997, que descreve o protocolo de Nogueira et al 1975. Os 
parasitas devem ser cultivados a 28 ° C, por 8 dias em meio LIT (Liver and Tryptone Infusion), (Difco), 
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (FBS) inativado, após o que 40% de soro humano fresco 
será adicionado às culturas por 2h a 37 ° C e 5% de C02, a fim de eliminar o população de epimastigotas 
presente (Nogueira et al. 1975). Posteriormente, as culturas serão submetidas à centrifugação a 2500 
rpm, 4 ° C, por 20 min. e incubado por mais duas horas nas mesmas condições, para permitir que os 
tripomastigotas metacíclicos (infectantes) subam para o sobrenadante. Finalmente, os referidos 
tripomastigotas serão recuperados do sobrenadante por centrifugação a 3500 rpm, 4 ° C, durante 20 
min. e contados na câmara de Neubauer ”. 
 
CÉLULAS MAMÍFERAS 

“Seguindo o estudo de Velazco C. et al 1997, foram usados fibroblastos de rim de macaco verde 
africano, pertencentes à linha celular Vero ATCC. As referidas células devem ser mantidas em meio 
MEM (Gibt.:o-BRL) rico em glicose, suplementado com SFB inativado a 10% (MEM completo) e uma  
 
 
 



Mestrado Profissional em Tecnologia das Radiações em Ciências da Saúde 
INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES – IPEN-CNEN/SP 

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares 
Av. Lineu Prestes, 2242 – Cidade Universitária – USP CEP 05508-000 – São Paulo – SP, Brasil 

Secretaria do Programa Mestrado em Tecnologia em Saúde – E-mail: smp@ipen.br – Telefone: (11) 3133-9956		

 

 

solução de penicilina (100 UI/ml) e estreptomicina (100 mg/ml), a 37 °C e 5% de CO2, até a obtenção 
do monocamada com 60-70% de confluência. Para o reqpique e obtenção de novas monocamadas 7 
ml de uma solução de tripsina a 1% em solução de Hanks (Gibco-BRL) foram adicionados às monocapas 
já formadas, permitindo atuar por 10 min. Após este tempo, 7 ml de MEM completo foram 
adicionados, As células foram colhidas e centrifugadas por 5 min a 1500 rpm, 4 ° C. Por fim, as células 
foram contadas e ajustadas para a concentração de 1 X 106 1 ml. Sendo semeado em caixas de cultura 
de 25 cm2 ”. 
 
INFECÇÃO DE CÉLULAS VERO.- 

“O artigo de Velazco C. et al 1997 detalha o seguinte: Os tripomastigotas metacíclicos ressuspensos 
em meio MEM incompleto (sem FBS), foram adicionados às monocamadas de células Vero na 
proporção de 3 parasitas 1 célula, permitindo-lhes interagir por 24 h. Após este tempo, a monocamada 
foi lavada com MEM incompleto e reconstituída com MEM completo e incubada a 37 °C e 5% de CO2 
por seis dias. Por fim, as culturas foram examinadas diariamente em microscópio invertido para avaliar 
o aparecimento de tripomastigotas no meio de cultura”. 
 
OBTENDO TRIPOMASTIGOTES EXTRACELULARES DERIVADOS DA CULTURA DE TECIDOS 

A esse respeito, Velazco C. et al 1997 menciona: “Após 7 dias de infecção, tempo em que os 
tripomastigotas apareceram no sobrenadante da monocamada, este foi removido e a monocamada 
lavada com MEM incompleto. O sobrenadante obtido foi primeiramente centrifugado a 2500 rpm e 4 
° C, por 5 min, a fim de remover os restos celulares, de modo que o precipitado foi descartado e o 
sobrenadante (rico em amastigotas e tripomastigotas) foi recentrifugado. ) a 3000 rpm, 4 ° C por 20 
min e incubado a 37 ° C e 5% de CO 2 por 2 h, para que os tripomastigotas aumentem o sobrenadante. 
Tempo após o qual, o sobrenadante foi centrifugado a 3500 rpm, 4 ° C, por 20 min., A fim de recuperar 
os tripomastigotas no "pellet", que foi ressuspenso em 1 ml de MEM incompleto. Os parasitas assim 
obtidos foram finalmente contados e usados para infectar uma única camada de células Vero (de 
acordo com a terceira etapa). Na monocamada inicial, se o meio MEM completo for adicionado e 
incubado novamente, surge no sobrenadante o aparecimento de novos tripomastigotas (segunda e 
terceira coleções) ”. 

 
 
3. INFECÇÃO EN MODELOS EXPERIMENTAIS.-  

 
Parasitas, em fase logarítmica e forma infectante adequada, serão coletados e dispostos para infecção 
em modelos experimentais, levando-se em consideração da mesma forma os protocolos aplicados no 
IPEN. 
 
Por este aspecto relacionado à Infecção em modelos experimentais; As experiências de laboratório, 
realizadas nos seguintes artigos, são apresentadas a seguir: 
 

Ø Rodriguez A. M. (2000), BLOOD AND CULTURE TRYPOMASTIGOTES FORMS OF 
Trypanosoma cruzi Y: I.- DIFFERENCE ON THE INFECTIVITY IN BALB/C MICE. 

Ø Aragort De Rossell (2000).BLOOD AND CULTURE TRYPOMASTIGOTES FORMS OF 
Trypanosomacruzi Y.: II PATHOLOGY OF CHAGAS' DISEASE IN BALB/C MICE. 

Animais:  
Camundongos machos e fêmeas homozigotos BALB / c 
 
Parasitas:  
Tripomastigotas de cultura celular (Tr.cc.) da mesma cepa, mantida por infecção de células Vero 
cultivadas em Meio MEM / 10% de soro bovino, colhendo os parasitas liberados em 72 horas.  
 
A suspensão do parasita assim obtida será centrifugada e ressuspensa em PBS até à obtenção das 
doses de 100 formas tripomastigotas. 
 
 
Infecções: 
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Camundongos BALB/c machos e fêmeas de 7 a 8 semanas de idade serão inoculados 
intraperitonealmente com 100 formas tripomastigotas. 
 
A parasitemia será avaliada duas vezes por semana, a partir do 4º dia da inoculação, por meio da 
contagem dos parasitas no sangue extraído da cauda do camundongo. A média dos maiores valores 
de parasitemia alcançados entre animais da mesma idade e sexo inoculados com a mesma dose de 
parasitas, está relacionada à média dos valores dos níveis máximos de parasitemia. 
 
A mortalidade será registrada diariamente e as suas medidas serão expressas em porcentagem da 
mortalidade e no período da mortalidade. 

 
 

4. ESTUDOS DE BIODISTRIBUiÇÃO E IMAGEM PET/CT. 
 
Para os estudos de biodistribuição e imagem, os animais na fase aguda ou na fase crônica de infeção 
com T cruzi serão divididos em 2 grupos (5 animais por grupo).  
Os animais serão pesados, contidos manualmente e, cada animal de cada grupo será anestesiado com 
isoflurano por inalação (concentração inicial 0.5%- anestesia geral 1 a 1.87%) e colocados na câmara de 
escaneamento microPET (microPET focus 220 siemens). Cada animal receberá por via endovenosa 
caudal: 
Grupo 1: Animais com infeção aguda por T cruzi - será injetado na veia da cauda com 5 MBq de 18F-
FMISO  (diluído em solução salina). 
Grupo 2: Animais com infeção aguda por T cruzi - será injetado na veia da cauda com 5 MBq de 18F-FDG  
(diluído em solução salina). 
Grupo 3: Animais com infeção crônica por T cruzi - será injetado na veia da cauda com 5 MBq de 18F-
FMISO  (diluído em solução salina). 
Grupo 4: Animais com infeção crônica por T cruzi - será injetado na veia da cauda com 5 MBq de 18F-
FDG  (diluído em solução salina). 
Grupo 5: Animais saudáveis - será injetado na veia da cauda com 5 MBq de 18F-FMISO  (diluído em 
solução salina). 
Grupo 6: Animais saudáveis - será injetado na veia da cauda com 5 MBq de 18F-FDG  (diluído em solução 
salina). 
 
A aquisição da imagem PET dinâmica será realizada durante 60 minutos e durante esse período, a 
câmara de escaneamento será mantida a 35ºC. Para os estudos com 18F-FDG, os animais serão mantidos 
em jejum por um período de 12 horas antes da aquisição da imagem por PET. 
 
Após o estudo de imagem dinâmica os mesmos animais serão sacrificados, e os principais órgãos serão 
removidos e a atividade e peso (g) em cada órgão será medida num contador gama.  
A radioatividade de cada órgão de interesse será medida em um contador-γ e a %ID/g será calculada. 
Os resultados serão expressos como % de dose injetada (%DI) nos diferentes órgãos, calculados 
conforme a seguinte equação 1: 
 

%#$ó&'ã) = 	 ,	(ó&'ã))
/0121345,(67&89:)

× 	100  (1) 

 
Onde DItotal é a atividade no momento da medição do órgão e A é atividade.  Os resultados serão 
expressos como (média ± desvio padrão). A radioatividade das amostras de tecido será calibrado 
utilizando uma alíquota do radiofármaco de concentração conhecida. 
 
A visualização das imagens, processamento e análise serão realizados com o software PMOD (PMOD 
Technologies, Zurich). 
 
Para os estudos de farmacocinética, os mesmos grupos de estudo serão utilizados e brevemente, após 
a injeção dos radiofármacos 18F-FMISO  ou 18F-FDG, aliquotas de 5 µL de sangue serão retiradas da veía 
dos camundongos aos 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 120 min pós injeção intravenosa. A radioatividade em cada 



Mestrado Profissional em Tecnologia das Radiações em Ciências da Saúde 
INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES – IPEN-CNEN/SP 

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares 
Av. Lineu Prestes, 2242 – Cidade Universitária – USP CEP 05508-000 – São Paulo – SP, Brasil 

Secretaria do Programa Mestrado em Tecnologia em Saúde – E-mail: smp@ipen.br – Telefone: (11) 3133-9956		

 

 

amostra de sangue será medida num contador gama. A análise de farmacocinética não compartimental 
será aplicada à concentração versus tempo.  
 

  
5. HISTOPATOLOGÍA.- 

 
Em relação ao estudo histopatológico, foi encontrado o seguinte artigo de referência: 
Aragort De Rossell (2000) . BLOOD AND CULTURE TRYPOMASTIGOTES FORMS OF Trypanosomacruzi 
Y.: II PATHOLOGY OF CHAGAS' DISEASE IN BALB/C MICE. Descreve que: 
 
Estudo patológico. Os camundongos foram necropsiados e a anatomia macroscópica dos órgãos foi 
estudada em relação aos controles normais mantidos nas mesmas condições do grupo experimental. 
 
Estudo histopatológico. Foi realizada em amostras do aparelho digestivo (esôfago; estômago; 
duodeno; jejuno; íleo; cólon ascendente, transverso e descendente; ampola retal) e coração. As 
amostras foram fixadas em formalina neutra a 10%. Após a fixação do tecido, foi lavado em jato de 
água, desidratado em etapas sucessivas em concentrações crescentes de álcoois (70-80-90-100%), 
clarificado em xilol e incluído em parafina por passagem do tecido em 3 banhos do meio de inclusão. 
Os cortes entre 5 e 8 μ foram feitos em micrótomo American Optical Spencer "820" USA e corados 
com hematoxilina-eosina e giemsa-colofónia. 
 
5. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES 
Seguem abaixo as atividades previstas e o cronograma para sua realização. 
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