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RESUMO

0 '"Sm-EDTMP ¢ um radiofarmaco utilizado em medicina nuclear com resultados
promissores no alivio da dor metastatica. No entanto, pouco se sabe sobre os efeitos do 35 m-
EDTMP em nivel celular. O presente trabalho foi conduzido com o intuito de avaliar os efeitos
citogenéticos do "**Sm-EDTMP em linfécitos periféricos de pacientes com metéstases osseas (com
e sem radio e/ou quimioterapias anteriores) pela técnica de aberragdes cromossomicas. Para tanto,
as amostras sangiiineas foram coletadas antes e 1 hora apds a administragdo endovenosa do 3sm-
EDTMP (atividade média de 42.53 + 5.31 MBg/kg de peso corpéreo), levando-se em consideragao
o répido clearance sangiiineo. Os tipos de aberragdes cromossomicas estruturais mais freqiientes
foram os double minutes ¢ dicéntricos. A analise estatistica mostrou que o tUnico grupo de
pacientes que apresentou uma diferenca significativa na freqiiéncia de aberragdes cromossomicas 1
hora ap6s o tratamento foi o que recebeu prévio tratamento radio e quimioterapico antes da terapia
com *Sm-EDTMP. Quanto a averiguagio do numero modal de cromossomos e da cinética do
ciclo celular, a analise estatistica mostrou que ndo houve diferenca significativa entre os grupos
analisados, sugerindo que o tratamento com 1533m-EDTMP néo influenciou nesses pardmetros. Os
dados obtidos mostraram que a terapia com 33Sm-EDTMP induziu uma pequena quantidade de
danos citogenéticos em linfécitos periféricos de pacientes 1 hora apés a sua administragdo,
embora, teoricamente, um efeito estocéstico a longo prazo ndo possa ser descartado.
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I. INTRODUCAO

Segundo dados da Organizagdo Mundial da Satde
(2001, a cada ano, o cancer atinge pelo menos 9 milhdes
de pessoas, sendo atualmente, a segunda causa de morte por
doenga na maioria dos paises.

Varios tipos de tumores primdrios, como os de
pulmio (36%), de prostata (50%) e de mama (50-75%)
evoluem para as metéstases 0sseas que tem sido a principal
causa que leva ao obito).

As metdstases Osseas provocam muita dor,
ocasionada pela infiltragdo do tumor e pela expansdo do
peridsteo. Esses fatores podem comprometer a qualidade de
vida de pacientes com cancer®). O tratamento ¢
primeiramente de forma paliativa para aliviar a dor,

prevenir fraturas, manter a atividade e mobilidade e, se
possivel, prolongar a sobrevida dos pacientes[z].

Consequentemente, qualquer aperfeigopamento no
tratamento eficaz para o alivio da dor éssea metastética,
representa uma vantagem significativa no sentido de
oferecer uma melhor qualidade de vida aos pacientes com
malignidade avangada'™.

Assim sendo, uma série de tratamentos tem sido
usados para controlar a metastase 6ssea ou para aliviar a
dor. Dentre esses, pode-se citar a irradiagdo externa, o uso
de analgésicos, a quimioterapia e a utilizagdo de
radionuclideos?. Dentre os radionuclideos utilizados no
alivio da dor dssea, pode-se citar o 133Sm, um lantanideo
com uma meia vida fisica de 46,8 horas que tem
apresentado resultados bastante promissores. E um emissor
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de particulas B com energia média de 0,290 MeV,
mole e 1,7 mm no osso, induzindo uma citotoxicidade
seletival®!. Emite também raios 7y (28%) com 0,103 MeV de
energia, que permite uma alta qualidade na cintilografia de
imagens. O '®Sm forma um complexo com o &cido
etilenodiaminotetrametileno  difosforico ('**Sm-EDTMP)
que é quimica e biologicamente estivel, localizando-se
preferencialmente no osso e concentrando-se nas 4reas de
maior atividade osteoblastica em associagdo com a
hidroxiapatita. O complexo permanece no esqueleto por um
periodo de tempo longo o suficiente para permitir a
desintegra¢do do radionuclideot >\

O clearance sangliineo do 9$m-EDTMP ¢
relativamente rapido com o minimo de acumulo nos tecidos
moles e resulta em somente cerca de 10% da atividade
remanescente no sangue total uma hora, ap6s a inje¢do
endovenosa. A excre¢do na urina ocorre dentro de 6 a 8
horas da administragio e a atividade remanescente se
concentra no esqueleto com captagdo preferencial nos
tecidos de atividade osteoblastica aumentada com pequena
captagdo no tecido mole, como no figado (5%)%L.

O método citogenético vem sendo amplamente
utilizado em diversos sistemas biologicos, para a detecgdo
de danos ocorridos ao material genético. Geralmente, sdo
utilizados linfécitos periféricos de individuos envolvidos,
por serem indicadores extremamente sensiveis a radiagao
ionizante: apresentam uma vida relativamente longa,
circulam por todos os tecidos e sdo facilmente obtidos. A
técnica de aberragdes cromossomicas ¢ muito utilizada em
varios tipos celulares em virtude da sua sensibilidade, pela
riqueza de informagdes e pela sua taxa espontnea ser
relativamente baixa®.

Pela sua importincia médica e social, estudos com
153Sm-EDTMP tém tratado diversos aspectos, por exemplo,
aplicacdes clinicas®®, farmacocinétical”, toxicidade!™,
biodistribui¢ao™e enfoque dosimétrico"™. No entanto, no
que diz respeito ao efeito do 33Sm em nivel celular pouco
tem sido estudado

II. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo, analisar os
efeitos citogenéticos do '*Sm-EDTMP em linfécitos
periféricos de pacientes com metdstase Ossea (com e sem
tratamentos prévios radio e/ou quimioterapicos) por meio
da técnica de aberragdes cromossomicas

III. MATERIAL E METODO

Foram analisadas amostras sangiiineas de 21
pacientes com céancer, de ambos os sexos. Para a
averiguagdo de uma possivel influéncia do tratamento
prévio antes da terapia com 3 Sm-EDTMP, foram
analisados trés grupos de doadores. O Grupo I foi
representado por pacientes que ndo receberam quimio e/ou
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depositando parte da energia dentro de 3,0 mm de tecido
radioterapias anteriores. O Grupo II foi constituido por
pacientes que receberam somente radioterapia externa (dose
total de 50 a 70 Gy), antes do tratamento com '>’Sm-
EDTMP. O intervalo de tempo entre o final da radioterapia
¢ o inicio do tratamento com '**Sm-EDTMP variou de 1
més a 5 anos. Finalmente, o Grupo III foi representado por
pacientes que receberam quimio (2 a 8 ciclos) e
radioterapias antes do tratamento com 153Sm-EDTMP. O
intervalo de tempo entre o final do tratamento convencional
e o inicio do tratamento com "**Sm-EDTMP variou de 1
més a 2 anos.

Todos os pacientes foram submetidos ao tratamento
com **Sm-EDTMP cuja atividade média injetada foi de
42,54 + 5,31 MBg/kg de peso corpéreo (intervalo de 33 a
56 MBg/kg). Os dados individuais dos doadores (grupos I,
I1 e III) sd3o apresentados na tabela 1.

Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa do IPEN sob n® 006/CEP-IPEN/SP
em 12 de novembro de 1998 e pela Comissio de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP sob n® 698/98 em 10 de
margo de 1999.

TABELA 1. Dados Individuais dos Pacientes com Cancer
Metastatico

Idade Tipo de Atividade ~ Porcentagem
Grupo  Doador e tumor injetada excretada na
SEX0 primario (MBq/kg) urina
1 87/M  Prostata 37,0 33,30
2 67/M  Prostata 37,0 05,14
I 3 52 /M  Prostata 38,9 24,60
4 82 /M  Prostata 473 ND
S 66 /M  Prostata 45,7 03,30
6 78 /M Prostata 41,2 11,80
7/ 76 /M  Prostata 43,4 ND
3 57/M  Prostata 43,0 11,38
9 88 /M  Prostata 37,0 20,72
10 65/M  Prostata 40,7 04,77
1T 11 69/M  Prostata 42,9 16,62
12 64 /M  Prostata 40,1 17,46
13 60/M  Prostata 34,7 12,50
14 76 /M  Prostata 43,0 11,64
1155 63 /M  Prostata 45,0 18,00
16 64/M  Figado 3316 28,57
19 1S 'E Ovario 41,5 ND
18 74 | F Mama 47,7 10,75
19 63 /F Mama 45,0 13,30
111 20 50/F Mama 47,7 14,86
21 83 /M  Prostata 55,8 07,00

ND = ndo determinado.

Coleta de sangue. As amostras sangiiineas (5 mL) foram
coletadas de cada doador por pungdo venosa em seringas
estéreis descartaveis, previamente heparinizadas, antes e 1
hora apés a administragdo do 153Sm-EDTMP para a anélise
de aberragdes cromossdmicas numéricas e estruturais. O
tempo de coleta de 1 hora foi escolhido levando-se em
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consideragdo o clearance sangiiineo relativamente rapido
do '**sm 121,

Cultivo de linfocitos. Cerca de 0,5 mL de sangue total de
cada doador foi cultivado em meio MEM (Cultilab),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab),
fitohemaglutinina (5 pg/mL - PHA-M - Gibco) e BrdU (5
pg/mL - Sigma), por 48 h em estufa a 37°C. Apds 46 h do
inicio do cultivo foi adicionada colchicina (0,7 pg/mL -
Sigma). Ao completar 48 h de cultivo, as células foram
hipotonizadas com 0,075 M de KCl (Merck) e 1% de
Citrato de Sodio (Merck) (3:1), fixadas com metanol e
acido acético (3:1) e gotejadas em ldminas histologicas pré-
aquecidas (65°C) em atmosfera umida. As laminas foram
coradas com Hoechst 33258 (5 pg/mL - Sigma), cobertas
com tampdo Mc Ilvaine (pH 8,0) e expostas a luz ultra
violeta (254 nm) por 20 minutos em placa aquecida a 60°C.
Apds esse periodo, as laminas foram lavadas em éagua
destilada e coradas com uma solug@o 5% de corante Giemsa
(Sigma) em tampao fosfato (pH 6,8).

Analise microscopica. As metafases obtidas foram
analisadas no microscopico optico CARL ZEISS, utilizando
objetiva de imersdo (100 x). Para a identificagdo de
diferentes tipos de aberragdes cromossOmicas estruturais
foram utilizados os critérios adotados pela IAEA (1986)%.
Somente metafases contendo numero dipléide de até 2n - 2
cromossomos foram consideradas. Foram anotadas células
com aberragdes cromossOmicas estruturais, tipos de
alteragOes estruturais, células nos diferentes ciclos da
divisdo mitdtica e niimeros de cromossomos.

Analise estatistica. As andlises estatisticas dos dados
obtidos foram realizadas com o auxilio do programa SPSS
9.0. As comparagdes entre os grupos (I, II e III) foram
realizadas por andlise de varidncia, seguida do teste de
comparag¢des multiplas (LSD) entre os grupos.

As comparagdes entre os dados basais e os de 1 hora
foram realizadas pelo teste t emparelhado, para cada grupo
separadamente.

IV. RESULTADOS

Foram analisadas ao todo 4798 metdfases. Os
principais tipos de aberragdes cromossdmicas estruturais
observados em linfocitos sangiiineos periféricos foram os
gaps e quebras cromatidicos e cromossomicos, fragmentos
acéntricos, anéis céntricos, double minute e os dicéntricos.
Estes dois ultimos foram os mais freqiientes.

Como pode ser visto na tabela 2, os pacientes dos
grupos Il e III apresentaram freqiiéncias de aberracdes
cromossdmicas mais altas que a do grupo I, tanto nas
amostras basais como nas de 1 hora. No entanto, a analise
estatistica mostrou que as diferencas encontradas nos
valores basais entre os grupos I e II (p = 0,074) e entre os
grupos [ e III (p = 0,173) bem como entre os grupos II e III
(p =0,942) ndo foram significativas.

Quando os valores basais ¢ os de 1 hora foram
comparados para cada grupo separadamente, o teste t
emparelhado mostrou que a unica diferenga significativa
encontrada foi no grupo III (p = 0,048).

Além do nimero de aberragdes cromossdmicas por
célula, as porcentagem de células com aberragdes
cromossomicas foram mais altas nos grupos II e III em
relagdo ao grupo de pacientes sem prévio tratamento (grupo
I) tanto nas amostras basais como nas de 1 hora.

TABELA 2. Freqiiéncias de Aberragdes Cromossdmicas
Estruturais Observadas em Linfécitos Periféricos dos
Pacientes com Metastases Osseas (grupos I, IT e III)
Analisadas Antes e Apds a Administragdo do 535m-
EDTMP

Numero de  Numero de Porcentagem de
Grupo  Amostra células aberragdes por células com
analisadas célula aberragdes
1 Basal 1181 0,031 + 0,026 30+25
1 hora 1068 0,054 + 0,035 52+33
)il Basal 953 0,098 + 0,134 1,7:+9.17
1 hora 1153 0,099 +0.067 88+5,1
m Basal 199 0,094 + 0,024 9,0£2,6
1 hora 234 0,165+ 0,019 14,8+3,1

Com o intuito de averiguar uma possivel influéncia
do tratamento com '*Sm-EDTMP no nimero de
cromossomos das células (aberragdo cromossdmica
numérica) foi levado em consideragdo a freqiiéncia de
metafases com numero modal e hipomodal de centromeros
(tabela 3). A analise de comparagdes multiplas (LSD)
realizada ap6s a andlise de varidncia mostrou que ndo
houve diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos analisados, tanto nos valores basais (p = 0,383)
como nos de 1 hora (p = 0,639) bem como entre basais ¢ 1
hora para cada um dos grupos (I, I e III) (p > 0,05).

TABELA 3. Freqiiéncias de Células com Namero Modal
de Cromossomos no 1° Ciclo Mitético Observadas em
Linfocitos Periféricos de Pacientes com Metéstases Osseas
(Grupos I, II e III), Antes e Apés a Administragdo do
13Sm-EDTMP

Porcentagem
de células no

Numerode  Porcentagem de
Amostra  Grupo células células com 46

analisadas CrOMossomos 1° ciclo celular
Basal 1 1181 92,0+ 74 98,3+2,1
1 hora 1068 94,2+55 99,1 +1,3
Basal I 953 90,1 +38,2 96,3+4,2
1 hora 1153 90,8 +38,5 96,7 +4,2
Basal it 199 88,9+7,6 94,8 +7,0
1 hora 234 92,9+7,0 88,0 +1,2
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Quanto a cinética celular, a andlise de
comparagdes multiplas (LSD) realizada apds a andlise de
variancia mostrou que o grupo III apresentou uma média
significantemente mais alta de células na segunda divisdo
mitética que as dos grupos I (p = 0,005) e II (p = 0,020) que
ndo diferiram entre si (p = 0,421). Pode-se observar que o
grupo III apresentou, aparentemente, uma cinética celular
mais acelerada apds o tratamento com 3Sm-EDTMP em
relagdio aos outros grupos de pacientes. O teste t
emparelhado mostrou que ndo houve diferenga significativa
entre os valores basais e 1 hora (p > 0,05) nos 3 grupos.

V. DISCUSSAO

Nos tltimos anos, uma atengdo especial tem sido
dada sobre a utilizacdo de radionuclideos emissores beta
como uma modalidade de radioterapia interna no alivio da
dor 6ssea metastatica. O acimulo preferencial de
radiofarmacos nos sitios de lesdo metastatica aponta uma
vantagem significativa no sentido de limitar a dose aos
tecidos e 6rgdos alvos, minimizando a exposi¢do de tecidos
circunvizinhos sadios.

No presente trabalho foram analisados efeitos
citogenéticos do "**Sm-EDTMP em células sangiiineas de
pacientes com céncer metastatico, utilizando a técnica
convencional de aberragdes cromossdmicas.

As aberragdes estruturais observadas em linfocitos
periféricos dos pacientes foram essencialmente do tipo
cromossdmico, incluindo gaps e quebras, fragmentos
acéntricos, anéis, double minute e os dicéntricos. Os
mesmos tipos de alteragdes cromossdémicas foram
encontrados por O’DUFFY e colaboradores (1999 em
pacientes submetidos a sinovectomia com 3Sm-PHYP e
também For outros autores para particulas alfal'™, betal"”,
néutronst™, raios X" e gamal'®l.

Os valores basais mais elevados encontrados nos
pacientes dos grupos II ¢ III em relagdo aos pacientes do
grupo I podem ser explicados como conseqiiéncia dos
tratamentos quimio e radioterdpicos submetidos antes da
administragdo do "**Sm-EDTMP.

A presenga de dicéntricos em células de individuos
aparentemente sem tratamento prévio (grupo I) pode ser
decorrente de uma exposi¢do a algum tipo de mutagénico,
capaz de induzir esse tipo de aberracdo cromossomical”.
Uma outra hipotese poderia ser atribuida a uma maior
fragilidade gendomica dos pacientes em relagdo aos
individuos sadios.

A instabilidade gendmica pode ser expressa em nivel
celular pela alta taxa de quebras cromossdmicas
espontaneas ou pelo aumento da sensibilidade a agdo de
varios agentes genotoxicos, tanto enddgenos como
exogenos',

Quanto & amostras de 1 hora, verificou-se que
somente o grupo 11l mostrou um aumento significativo na
freqiiéncia de aberragdes 1 hora ap6s a administragdo do
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153Sm-EDTMP. Esse resultado pode ser interpretado, em
parte, como decorréncia de uma maior fragilidade
cromossdmica desses pacientes (grupo III) ocasionada
pelos tratamentos prévios, respondendo com maior
intensidade a a¢do do 13Sm-EDTMP em relagdo a outros
grupos de pacientes (grupos I e II). Cabe mencionar que,
uma paciente do grupo (doadora 20) apresentou uma
quantidade relativamente grande de danos cromossdmicos
(10 dicéntricos) o que elevou a média do grupo. A paciente
foi submetida aos sucessivos tratamentos de radio e
quimioterapia e ao 133Sm-EDTMP, o que provavelmente
resultou em uma maior vulnerabilidade das células frente a
acdo dos genotdxicos.

Os resultados obtidos podem ser atribuidos também
ao numero de amostragem relativamente pequeno (n = 4)
em relagdo a outros grupos de individuos. Esse fato pode
ser explicado pela baixa atividade mitética dos linfocitos
dos pacientes, principalmente dos que receberam duplos
tratamentos, quimio e radioterapia. As  drogas
antineoplasicas administradas nos pacientes, que interferem
na sintese e na replicagio do DNA (doxorrubicina,
metotrexato, 5-fluorouracila, ciclofosfamida),
provavelmente refletiram no baixo indice mitético das
células sangiiineas dos pacientes"”). Uma fragilidade dos
linfocitos ocasionada pelos tratamentos pode induzir uma
redugdo na capacidade para responder a estimulagdo pela
fitohemaglutinina ou propiciar a morte celular seletival®®,

Embora a radiagdo ionizante seja conhecida pelo seu
potencial clastogénico, ha evidéncias de que ela pode
causar também mudangas numéricas dos cromossomos em
células de eucariotos. A indugio de perdas cromossdmicas
pelos raios X e gama de ¥7Cs em linfécitos humanos
cultivados foi demonstrada por meio da técnica do
microntcleo utilizando anticorpo anticinetocoro®! e pela
técnica de hibridizagdo in situ por fluorescéncia com sonda
centromérica do DNA?,

A aneuploidia estd freqiientemente associada com
abortos espontdneos, malformagdes congénitas, retardo
mental, processo de envelhecimento 23] ¢ carcinogénese™).
Evidéncias molecular e citogenética indicam que além das
anomalias cromossdmicas estruturais, ganhos ou perdas
cromossdmicas sdo eventos comuns em células tumorais.

No presente trabalho, a anélise cromossomica das
preparagdes citologicas ndo mostrou a presenga de
aneuploidias em linfocitos periféricos de pacientes pela
técnica convencional de aberragdes cromossomicas. O
tratamento  com  °Sm-EDTMP, aparentemente, ndo
ocasionou alteragdo no numero modal de cromossomos,
pelo menos na faixa de exposigdes terapéuticas: cerca de
90% das células apresentaram numero modal de 46
cromossomos. A presenga de metafases com 44 ou 45
cromossomos pode ser atribuida aos problemas inerentes da
técnica citogenética na preparagdo das laminas®™? .

Entretanto, se faz necessaria uma andlise mais
acurada das células submetidas a a¢do do 153Sm-EDTMP,
utilizando, por exemplo, sondas especificas para
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centromeros pela técnica de hibridizagdo in situ por
fluorescéncia.

A freqiiéncia de células na segunda divisdo mitdtica
¢ considerada relativamente baixa (< 10%) em linfocitos
sangliineos humanos cultivados por 48 horas®!. Os dados
obtidos no presente trabalho estdo dentro dessa faixa de
valores, isto €, o tratamento com radiofairmaco nao induziu
qualquer alteragdo na proliferagdo celular, com exce¢do do
grupo III que, aparentemente, mostrou uma cinética celular
mais acelerada em relagdo a outros grupos de pacientes.
Igualmente, este fato pode ser decorrente de uma paciente
(doadora 20) que apresentou cerca de 27% de linfdcitos na
segunda divisdo celular o que contribuiu para o aumento da
média do grupo. Esse valor mais elevado pode ser
resultante do conjunto de tratamentos que a paciente foi
submetida num espago de tempo relativamente curto, o que
provavelmente, interferiu de alguma maneira na cinética do
ciclo celular.

O radionuclideo "**Sm-EDTMP ¢é um emissor de
radiagdes beta e gama que apresenta uma meia vida fisica
de aproximadamente 46,8 horas. Cerca de 82% dos efeitos
da radiagdo (comunicagdo pessoal - Dr. Helio Yoriyaz, Dr.
Paulo T. D. Siqueira, Dr. Paulo R. P. Coelho, Centro de
Engenharia Nuclear, Departamento de Fisica de Reatores,
IPEN -CNEN/SP) sdo provenientes de particulas beta que
tem um poder de penetra¢@o nos tecidos moles de cerca de
3 mm. Esse alcance relativamente curto do radionuclideo,
pode indicar que a irradiagdo de outros tecidos quando da
sua administragdo endovenosa € minima e, por conseguinte,
os seus efeitos colaterais também pequenos em nivel
celular.

Com base nessas observagdes, pode-se sugerir que
a terapia com '*Sm-EDTMP para o alivio da dor
metastatica dos pacientes envolve uma quantidade pequena
de danos citogenético, embora, teoricamente, a ocorréncia
de efeitos estocésticos tardios ndo possa ser descartada.

Os resultados obtidos mostraram também que a
analise de aberragdes cromossdmicas em linfocitos
periféricos de pacientes com cincer metastatico ¢ bastante
sensivel, capaz de detectar possiveis efeitos genotoxicos
associados com a exposi¢do terapéutica de '3Sm-EDTMP.
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ABSTRACT

The **Sm-EDTMP is a radiopharmaceutical used in
nuclear medicine with promising results for the relief of
metastatic pain. Therefore, there are few knowledge about
the effects of '>*Sm-EDTMP at cellular level. The present
study was conducted with the aim of evaluating the
cytogenetic effects  of 153Sm-EDTMP in peripheral
lymphocytes from patients with bone metastasis (with and
without previous radio and/or chemotherapy) by the
chromosome aberration technique. For that, the blood
samples were collected before and one hour after the
endovenous administrations of '?Sm-EDTMP (mean
activity of 42.53 + 5.31 MBg/kg body weight), taking into
account the rapid blood clearance. The principal types of
structural chromosome aberrations found gaps and breaks,
acentric fragments centric rings, double minutes and
dicentrics. The statistical analysis showed that the group
submitted to previous radio and chemotherapy before’Sm-
EDTMP administration showed significant difference in
chromosome aberrations frequency one hour after the
treatment. The analysis of the chromosome modal number
and the kinetics of cellular cycle showed no statistical
difference among the groups, suggesting that the treatment
with **Sm-EDTMP, did not influence these parameters.
The obtained data showed that the therapy with 35m-
EDTMP induced a few quantity of cytogenetic damages in
peripheral lymphocytes one hour after its administration in
patients, although, theoretically, a long term stochastic
effect cannot be disregarded.
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