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Resumen

Objetivo: Evaluar la fuga de radiactividad de la cavidad articular después de la administracién de
suspensiones radiomarcadas de Fosfato de Cromo(III) y la probabilidad de induccién de
genotoxicidad.

Métodos: Las suspensiones se obtuvieron segin método reportado. Para la evaluacion de la fuga
articular las suspensiones marcadas se administraron por via intraarticular en ratas y conejos. El
seguimiento se realizé por medicion de la actividad retenida por camara gamma. En los estudios de
genotoxicidad se determind la frecuencia de formacién de microndcleos en eritrocitos de médula 6sea
de ratas para 2 dosis y 2 tiempos para cada preparado.

Resultados: Para las suspensiones radiomarcadas en estudio la fuga fue no significativa durante 3

semanas (< 3% para la marcada con 1Cry ~5% con 32P). Para los preparados con 32pP e 90y se
observo poca diferencia en la frecuencia de aparicién de micronucleos para el 1-er tiempo,
independientemente de las dosis administradas. A tiempos mayores se produjo un incremento en la
formacidon de microndcleos para las dosis superiores.

Conclusiones: Se demostro la posibilidad del uso seguro de una suspensién de Fosfato de Cromo(III)
marcada con diferentes radionudclidos, en particular que la fuga articular de la suspensién no fue
significativa durante 3 semanas y se comprobd las ventajas de tener un preparado con mayor tamafio
de particulas. Para las suspensiones marcadas con 90y y 32p no se producen incrementos en la
frecuencia de formacién de micronlcleos para una dosis superior en aproximadamente 40 veces a la
prevista a utilizar en la clinica.

Palabras claves: Radiosinoviortesis, Fosfato Cromico, Sinovitis cronica, Artritis Reumatoide,
hemofilia, efectos adversos.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the leakage of radioactivity after intraarticular administration of radioactive
suspensions based on Chromium (III) Phosphate as well as the probability of induction of genotoxic
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effect.

Methods: The suspensions were obtained in line with the published procedure. For the articular
leakage evaluation, the radioactive suspensions were intraarticulary administered in rats and rabbits.
The radioactivity retention was measured by gamma chamber. A comparison with commercial
radiopharmaceutical labeled with 32P was made. The genotoxicity studies determined the frequency
of micronuclei formation in the rats” bone marrow erythrocytes by using 2 doses and 2 time intervals
for each preparation.

Results: The radiolabeled suspensions under evaluation showed that the leakage was not significant
during 3 weeks (<3% for the suspension labeled with 51Cr and ~5% in the one labeled with 32P) and
the advantages of having larger particle preparation were confirmed. For those suspension labeled
with 32P and 90Y , no significant difference was seen in the frequency of micronuclei formation for
the first time interval, regardless of the administered doses. The micronuclei formation increased for
higher doses and at longer time intervals.

Conclusions: The results demonstrated the possibility of the safe use of a of Chromium (III)
Phosphate suspension labeled with several radionuclides for the treatment of different joints, in
particular the leakage was not significant during 3 weeks and the advantages of having a larger
particle radiopharmaceutical was confirmed. For the suspensions labeled with 32P and 90Y
micronucleus frequency mildly increased with the time and administered doses.

Key words: radiosynoviorthesis, Chromium phosphate, Chronic Synovitis, Adverse effects,
Rheumatoid arthritis, hemophilia

INTRODUCCION

La inyeccién intrarticular de dispersiones radiactivas para el tratamiento de la sinovitis crénica,
modalidad terapéutica conocida como Radiosinoviortesis (RSV), data de mas de 50 anos. Estudios y
metaanalisis realizados durante décadas prueban que el procedimiento es seguro, aunque no exento

de consecuencias adversas.1™# Las afecciones locales, como Ulcera de la piel y artritis séptica, son
poco frecuentes y pueden ser minimizadas mediante adecuada aplicacion del procedimiento o

tratadas con éxito.* De mayor atencidn son los posibles dafios radiacionales asociados a migracion,
por via sanguinea o linfatica, de productos de degradacién de la dispersién radiactiva y a la

naturaleza del radiondclido utilizado.® Los % reportados de fuga son variables y se relacionan con el
tamano de las particulas y la inmovilizacién de la articulacién.® Como regla a tamafios mayores
corresponden fugas menores.® En exhaustivo trabajo de revision sobre eficacia y seguridad en RSV

no se encontré una relacion entre este procedimiento y el desarrollo de cancer.” El andlisis de las
aberraciones cromosdmicas, los estudios de micronucleos y el intercambio de cromatides hermanas en
leucocitos de sangre periférica, pueden revelar efectos de las dosis de radiacion asociados a riesgos

de céncer en RSV.8 En CENTIS se ha desarrollado una nueva suspension basada en Fosfato de Cromo

(III) con posibilidades de ser marcada con diferentes radiontclidos para uso en RSV.? En el presente
trabajo se evaluan la fuga articular y la posible induccion de efectos genotdxicos de radiofarmacos
basados en la indicada suspensién, dos de los factores principales asociados a la seguridad en la
aplicacién clinica de los mismos.

METODOS

Obtencion de la suspension de fosfato de cromo (III)
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Preparacion de la suspension de Fosfato créomico

La suspension de Fosfato de Cromo (III) radiomarcada con 32P; 90y; 51cry 1771y se obtuvo de
acuerdo con el procedimiento descrito antes®. En los experimentos para evaluar la fuga articular se
empled, ademds, un radiofarmaco comercial marcado con 32P de la firma Bacon, Argentina.

Estimacion de la fuga articular

Se emplearon ratas Wistar y conejos de la linea NWZ suministrados por el CENPALAB (Cuba). Antes y
durante la realizacién de los ensayos, los animales se mantuvieron en jaulas con encamado de
bagazo, con agua y alimento ad libitum. La evaluacién de la fuga de la actividad inyectada en la
articulacién de la rodilla hacia otros drganos y tejidos se realiz6 mediante la toma de imagenes de los
animales en cadmara gamma Nucline TH-22 (Mediso LTH, Hungria). Las dosis administradas y los
parametros de estos experimentos se recogen en la tabla 1.

Para los emisores beta puros (90Y y 32P) se utilizé un colimador de huecos paralelos de propdsito

general para bajas energias. En el caso del 177 u se empled un colimador de baja energia y alta
resolucién. Se tomaron imagenes de la regidon de la inyeccion (rodilla), del torso y de la cabeza en los
conejos y del animal completo en el caso de las ratas. Las imdgenes gammagraficas fueron
procesadas con el programa Diag 1.78 y se trazaron regiones de interés (ROI) alrededor de la
articulacion inyectada, lo que permitié determinar la actividad captada en la articulaciéon y otros
organos para cada momento de muestreo. Para los calculos de la actividad retenida en la articulacién
se tomd como referencia el total de conteos de la primera medicién (t=0), los que se asumieron como
el 100% de la dosis suministrada. El resto de las mediciones se estimaron en porciento en relacion
con ese valor, teniendo en cuenta el decaimiento natural del radionuclido. Los datos fueron
procesados en una tabla EXCEL y se estimaron los tiempos de retencién (Texp) @ partir de los valores

de la actividad presentes en la articulacidn en cada momento.

Adicionalmente para la suspension objeto de investigacion y el preparado comercial marcados con 32p
los animales se sacrificaron para evaluar la radiactividad presente en algunos 6rganos después de la
ultima medicion. Para ello se colectaron: sangre, higado, bazo, pulmones, rifiones, fémur y orina y se
midié la radiactividad presente en ellos. El calculo de las dosis administradas y acumuladas se realizé

mediante el programa Biodist [DCC.PNO.033, 2004].10
Evaluacion de la genotoxicidad del Fosfato de Cromo (III) marcado con 20y y 32p

Se siguio el protocolo general recomendado por Krishna.ll Se formaron 10 grupos de 5 ratas Wistar
de 200+ 20 g de peso. Al primer grupo se le administrd la suspensién no marcada (sin adicion de
radionuclidos) y se tomd como control negativo. Al segundo grupo se le administré una dosis de 5
mg/kg de solucién inyectable de cisplatino via intraperitoneal, sirviendo de control positivo. A los

grupos 3-6 se les administrd la suspensién marcada con 90y y al resto (7-10) el producto marcado
con 32P. En la tabla 2 se muestra las dosis administradas y los tiempos de sacrificio de cada grupo.

Los animales se sacrificaron mediante narcosis con éter dietilico. La médula 6sea se extrajo del
fémur. Para ello, una vez seccionada cuidadosamente la cabeza, el hueso se introdujo en un tubo LP3
y se lavé su interior con 1 mL de suero fetal bovino. La dispersién obtenida se centrifugd a 1000 rpm
durante 5 min. Se desechd el sobrenadante dejando solamente una fraccidn de aproximadamente 200
iL para resuspender. Una vez agitado este material, se extendieron en portaobjetos 3 frotis de una
gota. Las laminas obtenidas se mantuvieron a temperatura ambiente durante 24 h, fueron lavadas
con metanol y puestas a secar. Luego se trataron con Giemsa diluida durante 15 min, se lavaron con
agua corriente y se secaron en posicion vertical. Posteriormente se procedié a realizar la lectura en
microscopio optico con el objetivo 100X a los efectos de determinar la frecuencia de aparicién de
micronucleos en los eritrocitos policrématicos. Para asegurar la aleatoriedad del ensayo, las placas
fueron codificadas y se leyeron a ciegas. Se contaron un total de 2000 eritrocitos policromaticos por
placa y la frecuencia se determind por la relacion entre el total de micronucleos encontrados y el
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total de eritrocitos policromaticos. Se aplicé el t de Student para determinar la significacion
estadistica de la frecuencia de los grupos tratados con relacion al control negativo y una prueba de
tendencia lineal para las dosis evaluadas.

RESULTADOS

Las suspensiones de CrPO4 marcadas con °1Cr; 32p; 90y y 177y obtenidas y caracterizadas segun lo

descrito en? presentaron valores de pureza radioquimica superiores al 95 % y mas del 80 % de las
particulas con tamanos entre 0,8 y 5 im.

Evaluacion de la fuga articular

En la figura 1 se muestran los resultados del estudio de la fuga para las suspensiones marcadas con
>lcry 32p, No se observé acumulacién de radiactividad estadisticamente diferente del fondo en
ninguna region fuera de la articulacidén durante el tiempo que duré el estudio (3 semanas para el >1Cr

y hasta 10 dias para el 32P). En el (ltimo caso se aprecid una discreta disminucion de la actividad
presente en la articulacién a las 24 h de la administracidon, que después permanece aproximadamente
constante. Como promedio entre los 4 animales de la serie esta disminucién fue del orden del 5 %.

Para el producto comercial de la firma BACON, marcado con 32P, se aprecié una disminucién
constante de la actividad en la articulacién, que a los 9 dias representd aproximadamente el 13 % del
valor inicial. Los ensayos realizados a este producto arrojaron valores de pureza radioquimica de 75,4
% y que aproximadamente el 40 % de las particulas tenian un tamafo inferior a 0,2 pm. Los tiempos
de retencién experimentales (Texp) calculados a partir de la actividad retenida fueron de 27,440,3
dias (r2 = 0,991) para el °1Cry de 13,6%0,1 dias (r® = 0,982) para la suspension marcada con 32P y
11,9+0,1 (r2 = 0,977) para el producto comercial.

En la tabla 3 se muestran los resultados de las mediciones de la actividad presente en los 6rganos
seleccionados al finalizar los experimentos de fuga.

Para la suspensién marcada con 0y g Texp hallado fue de 2,67 dias (r2 = 0,985) y para el 177 u fue
de 6,65 dias (r? = 0,992).

Estudios de genotoxicidad. Evaluacion de la frecuencia de formacion de microntucleos

En la tabla 4 se muestran los resultados del estudio con las suspensiones marcadas con 32P e 0y,
Para el control positivo la frecuencia de aparicién de micronlcleos es superior en 20 veces a la
hallada para el control negativo en las condiciones experimentales utilizadas. Se observa poca
diferencia en la frecuencia de aparicién de micronucleos entre el control negativo y los animales

sacrificados al 1" tiempo, independientemente de las dosis administradas para ambos radiontclidos
(p>0,05). Para las dosis superiores evaluadas se observa un incremento estadisticamente
significativo en la frecuencia de formaciéon de micronicleos a los tiempos mayores estudiados (72

horas para el 20Y y 14 dias para el 32P).

DISCUSION

Evaluacion de la fuga articular

La presencia de actividad extrarticular debido a fuga de especies quimicas radiactivas del sitio de
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inyeccidn provoca dosis no aceptables de irradiacidon a los drganos no blanco y se reconoce como

uno de los efectos adversos mas importantes en la aplicacién de la RSV.35 A partir de la variacion de
la actividad en el sitio de inyeccidén con el tiempo se obtuvieron los tiempos de retencién de la

suspension (Texp) para cada animal. Para la suspension marcada con >1Cr no se evidenciaron
diferencias significativas entre ellos con un Teyp promedio igual a 27,4 dias (r?2 = 0,98), cercano al

TY2 del >1cr (27,8 dias). Las diferencias entre los valores experimental y tedrico se pueden explicar si
se considera: fuga del preparado (particulas o productos de degradacion de estas) del sitio de
administracion, error de la medicion en la cdmara gamma (diferencias en el trazado de las regiones de
interés, distribucion de la actividad, etc.). Si se asume como Unica causa para la disminucién de la
actividad en el sitio de inyeccidon la migracién del radionuclido (libre o como parte de las particulas),
se puede estimar la magnitud de la fuga mediante la comparaciéon del tiempo experimental (Texp) Y €l
T2 del radionuclido empleado. En la figura 1 se observa que a los 21 dias la diferencia es menor del
3%, lo que permite considerar que la fuga de las particulas, en las condiciones experimentales
indicadas, es inferior a ese valor. Es presumible que dada la pureza radioquimica de la suspensién

utilizada (> 98 %) y los tamanos de particulas predominantes entre 0,8-5 um, 9 no favorables a
migracion linfatica, la fuga sea en efecto menor que el 3%. La emision gamma de 320 keV del ®1Cry
su vida media de 27,8 dias permiten asi un seguimiento por camara gamma durante varias semanas,
lo que asegura una evaluacién mas completa del comportamiento del producto.

Para la suspensién marcada con 32P la disminucién de la actividad a las 24 h después de la
administracion se debe principalmente a la libre migracion via linfatica o sanguinea del [32P]P043",
presente en el radiofarmaco (4-5% de acuerdo a la determinacion de la pureza radioquimica) al
momento de la inyeccién. Con el producto marcado con >1Cr tiene lugar migracién del ién fosfato
libre, pero no es detectable por la medicién de radiactividad, lo que ocurre también para las
suspensiones marcadas con 90Y y 177Lu. En estos dltimos casos se obtuvieron valores de Teyp muy

cercanos a los tabulados, lo que permite afirmar que la actividad permanece retenida en la
articulacion.

Las estimaciones de fuga en la bibliografia consultada son variables sin que llegue a identificarse un
"limite" permisible. Los valores reportados para compuestos comerciales a base de citrato y silicato

con 20y y 169Er son, como promedio, inferiores al 5%. 3> Pandey y colaboradores!? reportaron ~99%
de retencién de particulas marcadas con 20Y (1-20 pm) en animales sanos y en otros con artritis
inducida. Para el radiofdrmaco comercial a base de 18Re se han reportado fugas entre 7 y 40%
asociadas probablemente con el escape de particulas coloidales de pequefio tamafio.13 Gonca y
colaboradores® indican, por consideraciones de seguridad radioldgica, que la fuga permisible debe ser
tan baja como se pueda lograr. La variabilidad de los resultados reportados de fuga se puede explicar
si se consideran la naturaleza fisico-quimica de la molécula portadora de la radiactividad (estabilidad,
tamafo de particulas) y el entorno bioldgico en el que se introduce, como regla una articulacién
tumefacta por engrosamiento sinovial, muy vascularizada y de naturaleza quimica compleja.

Para el producto comercial (32P) se observé una disminucion de aproximadamente el 13 % de la
actividad inicial a los 9 dias. A juzgar por los datos de un trabajo que hace referencia a su uso, este

producto se caracteriza por un menor tamafio de particulas, entre 0,1-0,2 um.1% De acuerdo a los

datos de estudios de radioparticulas en el sistema linfatico, 15 es presumible que particulas con esos
tamafios migren libremente de la articulacion, lo que explicaria este hallazgo. Anghileri en trabajos con
animales reportd que las dispersiones con tamafios entre 0,1-0,3 im migran significativamente

después inyeccion intracavitaria y muscular.16:17 | os ensayos realizados en nuestro laboratorio
mostraron que aproximadamente el 40 % de las particulas tenian un tamafio inferior a 0,2 pmy un
25% estd por debajo de 0,05 pm, o sea que contiene especies radioquimicas con capacidad de migrar
de la articulacién, lo que explica la acumulacién relativamente alta que se observa en higado y fémur
en los animales a los que se les administrd, a diferencia de los resultados obtenidos para la
suspensién objeto de estudio en el presente trabajo (tabla 4), lo que demuestra que con un tamafio
de particulas y una pureza radioquimica superiores se logra minimizar la fuga hacia los érganos no
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blancos.13/14,18

La suspension de Fosfato de Cromo (III) marcada con diferentes radionlclidos obtenida en el
presente trabajo, con tamanos de particulas entre 0,8-5 pym y pureza radioquimica superior al 95 %,
se caracteriza por fuga inferior al 5 %, lo que cumple los criterios para minimizar los riesgos de
irradiacion de los 6rganos no blancos y por tanto su empleo seguro.

Estudios de genotoxicidad. Evaluacién de la frecuencia de formacion de microntucleos

La frecuencia de formacién de micronulcleos es reflejo indirecto de la ruptura de cromosomas o de
una imperfeccidn en el aparato mitético. Este ensayo ha sido empleado con éxito como biomarcador

citogenético.11 Los resultados obtenidos para el control positivo indican que en las condiciones
experimentales utilizadas se produce dafio cromosdmico en los eritrocitos de la médula ésea de ratas,
lo que demuestra la capacidad del laboratorio para ejecutar estos ensayos. Para ambos radiondclidos
se observd poca diferencia en la frecuencia de aparicién de micronucleos entre el control negativo y
los animales sacrificados al primer tiempo, independientemente de las dosis administradas, lo que
sugiere poco dafio radiacional. A tiempos mayores se produce un incremento en la formacién de
microntcleos en el caso de las dosis superiores (100 MBg/kg para 29Y y 83 MBq/kg para 32P) para los
dos preparados evaluados. La prueba de regresion lineal de proporciones realizada a los datos
obtenidos es significativa para esas dosis, lo que sugiere un efecto genotdxico del tratamiento. No se
evalud la persistencia o no de este dafio en el tiempo.

En la bibliografia especializada no se encontraron estudios de este tipo para los radiofarmacos

existentes. No se ha evidenciado relacién entre la aplicaciéon de RSV y el desarrollo de céncer.®
Ferndndez-Palazzi y Caviglia evaluaron el posible dano cromosémico en pacientes hemofilicos a los
gue se aplicaron procedimientos de RSV en seguimiento hecho por 25 afios. Reportaron que solo
menos del 2 % de las aberraciones halladas se clasificaron como pre-malignas y no se encontraron en
los mismos pacientes 5 anos después.19 En un estudio de 104 pacientes con AR tratados con silicato
de 90y se concluyé que el uso del radiofarmaco no aumenta el riesgo de cancer, ya que la tasa de
incidencia estandarizada para este grupo fue de 0,6 (9 pacientes), mientras que en la poblacién de

pacientes no tratados fue de 1,1.20

Una encuesta realizada en EE.UU. identificé 1017-1027 inyecciones de Fosfato cromico marcado con
32p en 563-577 pacientes hemofilicos a los que se les realizé RSV desde 1988. No se encontraron
evidencias de malignidad inducida por ese tratamiento.® Se reportd la aparicion de leucemia linfocitica
aguda en 2 nifios (9 y 14 anos respectivamente) un aino después de tratados, ambos con historia de
enfermedad autoinmune y la circunstancia de que ese periodo no se corresponde con el esperado
para la induccion por radiaciones de esa enfermedad.?! .En investigaciones realizadas para evaluar la
seguridad del procedimiento de RSV con Citrato de Itrio [90Y] Voth y colaboradores encontraron en
una poblacién de 10,000 células 25 cromosomas dicéntricos antes de RSV y 41 después del
procedimiento, diferencia que fue considerada en dicho estudio estadisticamente no significativa.
analisis de las aberraciones cromosdémicas, los estudios de micronucleos y el intercambio de
cromatides hermanas en leucocitos de sangre periférica de 18 nifios sometidos a RSV de rodillas con
el mismo producto revelaron la ausencia de altas dosis de radiacidon en esta y por ende bajo riesgo de
cancer resultado del procedimiento.23 Si bien no se ha establecido claramente la relacién entre el
riesgo de aparicion de cancer con los microndcleos como en el caso de las aberraciones
cromosdmicas, se considera util como «marcador bioldgico de efectos tempranos» en los estudios de
monitoreo de la poblaciéon expuesta a agentes genotdxicos, como en RSV 90y 7

22 El

Los resultados obtenidos en el estudio de genotoxicidad para las suspensiones marcadas con 90y y

32p demostraron gue no se observan incrementos en la frecuencia de formacion de micronucleos para
una dosis superior en aproximadamente 40 veces a la prevista a utilizar como maximo en la clinica, lo
que permite considerar el uso médico seguro de las mismas.
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CONCLUSIONES

Se dan evidencias del uso seguro de una suspension de Fosfato de Cromo(III) marcada con
diferentes radionuclidos, en particular que la fuga articular de la suspensién marcada no fue

significativa durante 3 semanas. Se compard el Fosfato de Cromo(III) marcado con 32p obtenido con
un producto comercial similar mediante la evaluacién de la fuga articular, comprobandose las ventajas
de tener un preparado con mayor tamafio de particulas. Se demostrd que para las suspensiones

marcadas con 20Y y 32p no se producen incrementos en la frecuencia de formacién de microntcleos
para una dosis superior en aproximadamente 40 veces a la prevista a utilizar como maximo en la
clinica. Radiofarmacos a base de Fosfato de Cromo(III) con estos radionuclidos pueden ser
recomendados para su empleo en Radiosinoviortesis.
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