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RESUMO

Em medicina nuclear, o *'T ¢ um dos radionuclideos mais utilizados em desordens tireoidianas, tanto para fins
diagnoésticos como terapéuticos. O objetivo do presente estudo consistiu em analisar os efeitos citogenéticos do
BT, precedido por estimulo com rec-hTSH, produzido no IPEN/CNEN-SP [1] em modelo animal por meio da
técnica de aberra¢des cromossomicas. Rec-hTSH é uma glicoproteina administrada em pacientes submetidos a
tireoidectomia como uma alternativa a suspensdo da terapia hormonal para aumentar o nivel de TSH e,
conseqiientemente, a captagdo de "*'I pelo tecido metastatico, mantendo assim o estado eutireoideo [2]. Para
tanto, foram utilizados ratos Wistar (SPF, fémeas, 200 g de peso), divididos em 2 grupos: animais tratados
somente com "'I (G1) (11,1 MBq via gavagem géstrica) e animais submetidos ao rec-hTSH-IPEN (1,2 pg por
injecido intramuscular), 24 horas antes da administragio do "'I (G2). As amostras sanguineas foram coletadas
antes (basal), 24 horas, 1 semana e 1 més apds o tratamento para a avaliagdo citogenética. Os dados
citogenéticos obtidos mostraram um aumento nas freqiiéncias de células com aberragdes cromossomicas bem
como no numero de aberragdes cromossdmicas/célula, 24 horas ap6s a administragio de "*'T quando comparadas
com os valores basais, tanto nos animais do grupo G1 como nos do grupo G2. Ap6s 7 e 30 dias da administracdo
do radioiodo, verificou-se um ligeiro declinio nas freqiiéncias de aberragdes cromossdémicas. Os animais pré-
tratados com rec-hTSH-IPEN apresentaram porcentagem de células com aberragdes cromossomicas € o nimero
de aberragdes cromossdmicas/célula mais elevados que os animais do grupo G1, tanto nas amostras de 24 horas
ap6s a administragio do "'l quanto nas amostras de 7 dias, embora a diferenca ndo seja estatisticamente
significativa (p>0,05). Os resultados obtidos podem permitir extrapolagdes para caso humano, na avaliagdo mais
acurada dos riscos bioldgicos envolvidos em pessoas expostas ao radioiodo, bem como para a otimizagdo de
uma estratégia terapéutica.

1. INTRODUCAO

O "'T é um emissor de particulas beta (Emgxm= 0,61 MeV e Engaia= 0,20 MeV) e de raios
gama (E = 0,36 MeV) com meia vida fisica de 8 dias. Aproximadamente 90% dos efeitos
secundarios sdo resultantes da radiacdo beta que apresenta um alcance de cerca de 0,4 mm no
tecido mole [3]. A sua ampla aplicacdo clinica, tanto para fins diagndsticos como



terapéuticos, se deve essencialmente a rapidez com que o °'I ¢ incorporado pela tiredide,
oferecendo uma indicacdo da atividade funcional da glandula do paciente [4].

Dentre vérias doengas da tiredide, como o hipo e o hipertireoidismo, o carcinoma tireoidiano
¢ o tipo mais comum de cancer do sistema enddcrino, sendo identificados cerca de 28.000
novos casos por ano na Europa e nos Estados Unidos [5]. O risco de desenvolver o carcinoma
tireoidiano aumenta com a idade e a incidéncia ¢ mais alta nas mulheres do que nos homens
[6]. As principais modalidades terapéuticas para esses pacientes consistem na retirada
cirargica do tecido tireoidiano (tireoidectomia), irradiacdo externa ou na terapia com
radioiodo, reduzindo a quantidade de tecido tumoral [7].

O tratamento com radioiodo em pacientes com cancer diferenciado da tiredide requer,
geralmente, a suspensdo de terapia com reposicdo de T4. Essa retirada ¢ necessaria para
aumentar o TSH enddgeno acima de um certo nivel (~30pU/mL) e assim, maximizar a
captacio seletiva do "'T pelas células neoplasicas [2,5,8]. No entanto, a suspensdo de Ty
induz sintomas de hipotireoidismo por periodos prolongados, (~10 semanas) até a
recuperacdo dos niveis séricos do hormonio, causando um comprometimento no ambito
familiar, social, pessoal e profissional, considerando que a idade média dos pacientes com
cancer de tiredide ¢ de 35 anos [6,8,9]. Além dessas manifestacoes, o nivel de TSH elevado e
prolongado, pode aumentar o risco de crescimento metastatico [4,9].

O rec-hTSH (hormdnio recombinante humano estimulante da tiredide) altamente purificado
foi introduzido recentemente como alternativa a suspensdo da terapia com hormodnio
tireoidiano, que age elevando os niveis séricos de TSH, preservando a homeostase metabolica
e impedindo os sinais e os sintomas de hipotireoidismo [2].

O Thyrogen”, unica preparagio comercial de rec-hTSH existente, ¢ uma glicoproteina
heterodimérica, composta de duas subunidades ligadas ndo covalentemente: uma subunidade
alfa, comum a outros hormoénios glicoproteicos (FSH, LH e CG) com 92 residuos de
aminoacidos contendo dois sitios de glicosilagdo e uma subunidade beta, especifica do
horménio com 118 residuos de aminoacidos contendo um sitio de glicosilagdo. A seqiiéncia
de aminoacidos do Thyrogen® ¢é idéntica aquela do TSH humano hipofisario e é produzido
pelas células de ovario de hamster Chinés (CHO), transfectadas com plasmidios contendo a
seqiiéncia de DNA que codifica para as subunidades alfa e beta do TSH humano, cujos genes
se localizam nos cromossomos 6 ¢ 1, respectivamente [10].

Os pacientes com cancer diferenciado da tiredide submetidos ao tratamento com Thyrogen®,
seguido da administragdo de "'I, apresentam uma captagio significativamente aumentada de
radioiodo, tanto nos tecidos tireoidianos remanescentes como nos tecidos metastaticos,
portanto, com uma meia vida de permanéncia organica maior quando comparado com a

suspensdo da terapia com T4, podendo assim, ocasionar uma exposi¢do mais prolongada ao
131
I[11].
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Estudos tém confirmado a seguranga e o uso promissor de rec-hTSH em associacdo com o
BT tanto em pacientes com bocio nodular como com céancer diferenciado da tiredide
[2,8,9,11]. Nio obstante a reconhecida eficacia da utilizagdo do "'I no tratamento de
pacientes com doencas da tiredide, efeitos citogenéticos relacionados com a exposicao
terapéutica com o radioiodo sdo pouco explorados. O uso terapéutico de "*'T como qualquer
outro tipo de radia¢do ionizante, pode causar danos genéticos aos pacientes, tendo em vista
doses usuais de *'I da ordem de 1110 a 3700 MBq [5] e até 19000 MBq [12] para o
tratamento de pacientes com cancer diferenciado da tiredide.

Alteragdes citogenéticas em linfocitos periféricos de pacientes tratados com "'l foram

detectadas pela técnica de aberracdes cromossomicas [7,13], microntcleos [3,14,],
micronucleos associados com FISH [15,16] e trocas entre cromatides-irmas [17]. H4 poucos
estudos sobre os efeitos mutagénicos do *'T em modelo animal. Speight et al. [18] analisaram
alteragdes cromossdmicas em células da tiredide de ratos administrados com 1-25 pCi de 'l
¢ Monakhov [19] verificou um aumento maximo de aberragdes cromossomicas em linfocitos
periféricos de ratos tratados com 37 Bq/g de "', 24 horas ap6s o tratamento.

Neste contexto geral, a utilizagdo de modelo animal pode nos fornecer importantes
informacgdes referentes a relacdo entre a exposicdo de radionuclideos de interesse médico e o
potencial genotoxico em nivel celular. O presente estudo teve como objetivo analisar efeitos
citogenéticos do "'I, precedido por estimulo com TSH humano recombinante (rec-hTSH)
produzido com a tecnologia nacional no IPEN-CNEN/SP [1] em modelo animal (ratos) por
meio da técnica de aberragdes cromossOmicas. Essa técnica ¢ conhecida pela sua alta
sensibilidade e pela riqueza de informagdes [20].

Nao ha dados na literatura sobre os danos cromossOmicos resultantes de exposicao
prolongada ao "*'T quando precedido por estimulo com TSH recombinante tanto em modelo
animal como em humanos. A escolha do rato como animal de experimentagcdo decorre do fato
deste apresentar um nimero diploide de cromossomos (2n=42) préximo ao do humano
(2n=46) e a radiossensibilidade dos linfocitos sangiiineos assemelhar-se aquela dos humanos
[21].

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Foram utilizados ratos Wistar SPF (Specific Pathogen Free), fémeas, com cerca de 2 meses
de idade, pesando em torno de 200 g, criagdo mantida no biotério do IPEN-CNEN/SP,
alimentados com racdo livre de iodo e agua ad [libitum. Os animais foram mantidos em
gaiolas metabdlicas e manuseados de acordo com as regras de ética. Os animais foram
divididos em 2 grupos constituidos por 6 ratos normais ndo tireoidectomizados: animais
tratados somente com °'I (11,1 MBq, via oral por gavagem gastrica) (G1) e aqueles
submetidos ao rec-hTSH-IPEN (1,2 pg, via intramuscular), 24 horas antes da administragao

INAC 2005, Santos, SP, Brazil.



do"'I (G2). As amostras sanguineas de cada animal foram coletadas via plexo orbital antes
(basal), 24 horas, 1 semana e 1 més apos a administragio do horménio ou "'l para a
avaliagio citogenética. Tanto a concentragdio do horménio como a atividade do "'I
administradas nos animais foram determinadas segundo o protocolo de tratamento
estabelecido pelo Centro de Medicina Nuclear da FMUSP em pacientes com doengas da
tiredide (0,45 mg de Thyrogen® e cerca de 3700 MBq de "*'I em homem referéncia de 70 kg).
As solugdes de Na''I utilizadas nos ensaios foram fornecidas pelo Centro de Radiofarmacia
do IPEN-CNENY/SP.

2.2. Ensaio Citogenético

As células sanguineas foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Cultilab), suplementadas com
20% de soro fetal bovino (Cultilab), BrdU (5pg/mL, Sigma) e estimuladas com
concanavalina-A (2%), permanecendo por 72 horas, a 37° C. A seguir, as células foram
tratadas com colchicina (0,7 pg/mL, Sigma) por 2 horas, posteriormente hipotonizadas com
0,075 M de KCI e 1% de citrato de sédio (Merck), fixadas e montadas em ldminas
histologicas pré-aquecidas a 65°C. As laminas foram coradas com Hoechst 33258 (5pug/mL,
Sigma), cobertas com 0,5 mL de tampao Mcllvaine (pH 8,0) e expostas a luz UV (254 nm)
por 20 minutos em placas aquecidas a 60°C. As laminas foram lavadas em agua destilada,
coradas com 5% de Giemsa (Sigma) em tampao fosfato pH 6,8 e analisadas no microscépio
optico CARL ZEISS. Todas as metafases contendo numero dipléide de até 2n-2
cromossomos foram consideradas. As aberragcdes cromossOmicas estruturais encontradas
foram classificadas de acordo com o critério estabelecido pela Agéncia Internacional de
Energia Atomica [20].

2.3. Analise Estatistica

Para a comparacdo dos dados obtidos entre os dois grupos de animais e entre diferentes
tempos apds a administracdo do radioiodo foi utilizado o teste t de Student.

3. RESULTADOS

A andlise citogenética de linfocitos de ratos Wistar mostrou um caridtipo de 42
cromossomos, composto de 7 pares metacéntricos, 5 pares submetacéntricos e 9 pares
telocéntricos [18]. Vérios tipos de aberracdes cromossdmicas estruturais foram observados,
entre os quais, dicéntricos, double minute, fragmentos acéntricos, gaps e quebras
cromossomicas.

As tabelas 1 e 2 apresentam dados obtidos de animais dos grupos G1 (tratamento com 'I) e
G2 (tratamento com rec-hTSH-IPEN e "'I), quanto a freqiiéncia de aberragdes
cromossOmicas estruturais € quanto ao numero de cromossomos, respectivamente. A
freqiiéncia média basal de células com aberragdes cromossdmicas foi em torno de 1,7% nos
dois grupos de animais analisados.
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Uma representacdo grafica da relacdo entre a freqiiéncia de aberra¢des cromossdmicas € o
tempo apos a administragio do *'I, nos dois grupos analisados esta expressa na Figura I,
onde dois parametros foram analisados: freqiiéncia de células afetadas (% de células com
aberragdes cromossomicas) (A) e o grau de dano por célula (nimero de aberragdes
cromossomicas/c¢lula) (B).
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Figura 1: Freqiiéncias de aberracdes cromossdmicas (AC) encontradas em
linfocitos sanguineos de ratos em funcio do tempo nos grupos G1 e G2.

Tabela 1: Freqiiéncias de aberracées cromossomicas estruturais (AC) observadas em
linfécitos sangiiineos de animais dos grupos G1 (tratamento com "*'I) e G2 (tratamento
com rec-hTSH-IPEN associado ao "*')

Numero de Freqiiéncia de Porcentagem de
Grupo | Amostra Células analisadas | Aberracées/célula Células com aberracoes
Basal 1196 0.017 + 0.008 1.67 +0.82
24 hs apos 'l 1130 0.032+0.012 2.82+1.14
Gl |7 dias apos ' 1294 0.026 + 0.006 2.57+0.71
30 dias apos "' 1148 0.027 +0.011 2.57+0.83
Basal 1131 0.018 + 0.005 1.67 +0.52
G2 |24 hsapos V'l 1001 0.038 + 0.005 3.72 4 0.61
7 dias apés '1 1071 0.033 +0.007 3.13 4+ 0.46
30 dias apos "' 1135 0.024 + 0.007 2.42+0.74
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Houve um aumento, porém, ndo significativo (p>0.05), nas porcentagens de células com
aberragdes cromossdomicas 24 horas, 7 e 30 dias apds a administragio de "'l quando
comparadas com os valores basais nos animais tratados somente com o radioiodo (Gl1).
Todavia, nos animais tratados com rec-hTSH/IPEN mais "'I (G2), esta diferenga foi
altamente significativa (p<0,001), seja apds 24 horas ou 7 dias, ndo tendo significancia
estatistica (p>0,05) somente apds 30 dias. Estes dados, certamente demonstram uma maior
captacdo de radioiodo pela tiredide dos animais que receberam também rec-hTSH, sempre
considerando as freqiiéncias de células com aberragdes cromossomicas. Pode-se, outrossim,
observar que as diferencgas claramente evidenciadas entre os dois grupos (G1 e G2) ndo foram
estatisticamente significativas (p>0,10).

Quando se analisou o grau de dano/célula com relacdo aos valores basais, foram encontradas
desta vez, diferencas significativas (p<0,05) e altamente significativas (p<0,005 e p<0,001)
nos grupos Gl e G2, respectivamente, apds 24 horas e 7 dias, ndo tendo significancia
estatistica (p>0,10) apos 30 dias. Novamente, a despeito das aparentes diferencas observadas
entre os dois grupos apos 24 horas e 7 dias, estas ndo foram estatisticamente significativas
(p>0,10).

Tabela 2: Freqiiéncias de células com nimero modal e hipomodal de cromossomos e
diferentes ciclos mitoticos observados em linfocitos sangiiineos de ratos Wistar dos
grupos G1 (tratamento com 1) e G2 (tratamento com rec-hTSH-IPEN e ')

Numero de Numero de cromossomos Ciclo celular (%)
Grupo | Amostra células (%)
analisadas 42 41 40 1° 2* 3
divisiao divisao divisao

Gl |Basal 1196 82.5 12,6 49 96,5 3,4 0,1
24 hsapos ' 1130 85.2 9,6 52 96,0 4,0 0,0
7 dias apos "' 1294 84.5 11,2 43 94,0 5,9 0,1
30 dias apos "'l 1148 89.4 7,7 29 95,9 4,1 0,0
G2 |Basal 1131 79.5 12,9 7,6 95,2 4,6 0,2
24 hs apos 'l 1001 92.1 6,9 1,0 91,2 8,4 0,4
7 dias apos ' 1071 93.9 55 0,6 93,5 6,5 0,0
30 dias apos "'l 1135 89.2 8,4 2,4 94,5 55 0,0

Para averiguar a inducdo de aneuploidia em células sangiiineas de ratos, levou-se em
consideragdo a freqiiéncia de metafases com niimero modal (42 cromossomos) e hipomodal
de cromossomos (40 ¢ 41 cromossomos) (Tabela 2). O nimero modal cromossémico variou
de 82 a 94% e ndo houve uma correlagdo positiva com a administragio do °'I. A freqiiéncia
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de células na primeira divisdo mitdtica foi maior que 90%, tanto nas amostras basais como
nas tratadas, o que sugere que tanto o "°'I como o rec-hTSH nio alteraram a cinética do ciclo
celular em linfocitos sangiiineos de ratos.

4. DISCUSSAO

O desenvolvimento e a aplicagdo de novos radiofarmacos terapéuticos tém conduzido
discussdes sobre os efeitos estocasticos da radiagdo ionizante, embora ndo haja uma clara
evidéncia de um aumento na incidéncia de efeitos tardios com qualquer dos radiofarmacos
comumente usados em medicina nuclear [17]. A maioria das informacdes sobre os efeitos da
radiacdo ionizante nos cromossomos ¢ oriunda de estudos in vitro conduzidos com culturas
de células humanas submetidas a varios niveis de irradiacdo externa, utilizando diferentes
tipos de fonte de radiacdo ionizante.

Nesse sentido, efeitos de irradiacdo interna e continua de particulas beta em nivel celular e
tecidual, particularmente, o radioiodo empregado no tratamento de pacientes com doencgas da
tiredide ¢ de especial interesse. E de consideravel valia também, averiguar relagdo entre a
extensdo de exposi¢do ao radioiodo e a inducdo de aberracdes cromossomicas em linfocitos
circulantes de individuos expostos terapéutica ou acidentalmente. Embora a maioria da
exposi¢io ao 'I ¢ emitida da tiredide, que pode funcionar como uma fonte interna de
irradiacdo [3], o radioiodo no sangue e tecido bem como a radiacdo gama emitida da tiredide
pode contribuir também para a irradiagdo do resto do corpo [13].

Os dados citogenéticos obtidos no presente estudo mostraram um aumento nas freqiiéncias de
aberragdes cromossdmicas € no nimero de aberragdes/célula, 24 horas apds a administragdo
do "'I com um declinio gradual apos 7 ¢ 30 dias, embora mais altos que os valores basais,
tanto nos animais do Gl como os do G2. Resultados andlogos foram obtidos por outros
autores 14,15,17,22], os quais verificaram uma queda gradual de danos cromoss6micos em
fungio do tempo ap6s a administragdo do "*'I em pacientes com cancer da tire6ide, embora os
valores encontrados 1 ou 2 anos apds a terapia sejam significativamente mais altos que os
valores basais. Nao hd uma informagdo precisa sobre o destino de linfocitos danificados in
vivo. O declinio gradual de células contendo danos genéticos pode ser decorrente em parte, da
morte celular, substitui¢do pelas células ndo danificadas e possivelmente da ocorréncia de
reparo celular.

O declinio nas freqiiéncias de dicéntricos e fragmentos acéntricos pode ser o resultado de
varios mecanismos de a¢do, provavelmente envolvendo perda de genes essenciais para a
sobrevida celular. As translocagdes podem também apresentar uma pequena delecao de pares
de bases, ocasionando perda de genes criticos que podem levar a morte eventual de células
afetadas [23].

A andlise de aberra¢des cromossOmicas mostrou ainda que os animais tratados previamente
com rec-hTSH (G2) apresentaram freqiiéncia de células afetadas bem como o numero de
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aberragdes/célula mais elevados que os animais tratados somente com o ~ 1 (G1), tanto nas

amostras de 24 horas ap6s a administragdo do °'I quanto nas de 7 dias, embora as diferengas
ndo sejam significativas. Este fato pode ser atribuivel ao niimero relativamente pequeno de
animais (n=6) ou pode ser decorrente da variabilidade de comportamento entre os animais, ou
seja, nem todos eles responderam de maneira similar ao tratamento, necessitando, portanto,
de andlises posteriores.

Além dos efeitos clastogénicos do "*'I, alguns autores [16] encontraram efeitos aneugénicos
mediados pelo radioiodo dependentes da idade em linfocitos sangiliineos de pacientes com
cancer da tiredide e que o efeito aneugénico ndo foi dirigido preferencialmente ao
cromossomo X, mas provavelmente, envolvendo todos os cromossomos. No presente estudo,
nao foi verificado qualquer alteragdo no niimero de cromossomos mediado pelo tratamento,
tanto no grupo G1 como no G2. A freqiiéncia relativamente alta de células com numero
hipomodal de cromossomos pode ser decorrente de problemas inerentes da técnica
citogenética no momento do espalhamento dos cromossomos nas laminas.

Com relagdo a freqiiéncia de células nos diferentes ciclos mitdticos pode-se sugerir que o
tratamento, seja somente com "'I ou associado ao rec-hTSH, ndo alterou a cinética de
proliferacdo celular em linfocitos sangiiineos de ratos. Considerando os efeitos colaterais
adversos a satde associados ao radioiodo [4], os dados obtidos podem ser tteis no sentido de
vislumbrar uma otimizacao da estratégia terapéutica, reduzindo a atividade do radioiodo tao
baixa quanto possivel e minimizando a irradiagdo de 6rgdos e tecidos extra-tireoidianos em
pacientes com doengas da tiredide.

As proximas etapas do presente estudo consistem, portanto, em estimar a atividade
acumulada e o tempo de residéncia do radioiodo na tire6ide do animal e comparar os efeitos
do rec-hTSH produzido no IPEN com os do Thyrogen®, um produto importado, visando a
possibilidade de introduzir um produto totalmente nacional, minimizando o custo dos
tratamentos.

5. CONCLUSAO

Os dados obtidos em modelo animal mostraram que o tratamento somente com 'l ou com
prévia administragdo de rec-hTSH seguida do radioiodo, propiciou uma maior quantidade de
alteracdes cromossOmicas, apds 24 horas e 7 dias em relacdo aos valores basais. As
diferencas, porém, foram altamente significativas quando houve um pré-estimulo com rec-
hTSH juntamente ao "'I. Comparando os dois grupos (Gl e G2), houve aparentemente
maiores alteragdes cromossdmicas no G2 apds 24 horas e 7 dias, sem porém significancia
estatistica.
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