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RESUMO

ROSA, Thiago Goulart. Desenvolvimento de microparticulas teragnosticas
de Dacarbazina como dispositivo para liberacdo local e controlada para
melanoma metastatico. 2017. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

O Melanoma Metastatico (MM) é um tipo de cancer agressivo, de dificil
tratamento e mortal. Embora sua incidéncia seja baixa, o numero esta
aumentando a cada ano. O tratamento para este melanoma possui limitacd@es,
além de longo e um arsenal terapéutico reduzido. Entretanto, o0s
medicamentos utilizados costumam ter um indice de sucesso baixo devido as
caracteristicas desse tumor. O diagndstico desse cancer é sempre feito através
de uma metodologia invasiva, normalmente biopsia. Nesse contexto, foi
desenvolvido uma microparticula de dacarbazina que podem ser marcadas com
¥MTc ou 22°Ra para ambos usos: diagnostico e terapia. O processo de
radiomarcacdo com consiste na incubacdo das microparticulas em cloreto
estanoso, a seguir, adicdo de radionuclideo e nova incubacdo. Os resultados
demonstraram que as microparticulas possuem um tamanho médio de 559nm e
foram obtidos com formato esférico. Os resultados em animais (camundongos)
induzidos com melanoma metastatico demonstraram que a microparticula
conseguiu atingir o tumor com altas taxas (20%). Também identificou-se que
as microparticulas tiveram um baixo reconhecimento sistema mononuclear
fagocitario e uma alta afinidade pelas proteinas sanguineas, elevando o tempo
de circulagdo. Também, foi possivel observar a depuracdo renal. A
citotoxicidade demonstrou um uso seguro. Todos estes dados comprovam o
uso como um agente teragnostico para imagem (diagndstico) e terapia de MM.
A possibilidade do desenvolvimento de uma imagem é de extrema importancia
porque pode substituir futuramente o exame de biopsia.

Palavra chaves: Cancer, Medicina Nuclear, Microparticulas, Radiofarmaco.



ABSTRACT

ROSA, Thiago Goulart. Development of theragnosis microparticles of
Dacarbazine as a device for local and controlled release for metastatic
melanoma. 2017. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de
Biologia Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Metastatic melanoma (MM) is an aggressive, difficult treatment and
deadly type of cancer. Although its incidence is low, the number is increasing
year after year. The treatment of metastatic melanoma has limitations beyond
it’s a long and a low therapeutic arsenal. Besides, the drugs used to have a
rate of humble success due the characteristics of this tumor. Nevertheless, the
diagnosing of this cancer is always made by an invasive methodology, mostly
biopsy. In this direction we developed and dacarbazine microparticle that may
be labeled with °°*™Tc and *?°Ra for both use: diagnostic and therapy. The
results showed that a 559nm microparticle were obtained with a spherical
shape. The results in animals (mice) inducted with metastatic melanoma
demonstrated that the microparticle were able to reach the tumor with a high
rate (20%). Also demonstrated that the microparticles had a low recognition
by the Mononuclear Phagocytic System and a high affinity by the blood
proteins, increasing the circulating time. Also, was possible to observe the
renal clearance. The cytotoxicity demonstrated the safe use. All this data
corroborates the use as a theragnostic agent for imaging (diagnosing) and
therapy of MM. The imaging possibility is of great importance because it can
replace the biopsy examination.

Key words: Cancer, Nuclear Medicine, Microparticles, Radiopharmaceuticals.
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INTRODUCAO

O cancer é uma das doencas mais devastadoras no mundo e vem ao
longo do tempo se tornando um epidemia global. A auséncia de tratamento
efetivo para a maioria dos tumores, em especial o0s metastaticos e
inoperaveis, eleva a classificacdo de risco e agravos a saude (POLLOCK et
al., 2006; LO e FISHER, 2014; PARZEN et al., 2016; NASSIRIPOUR et al.
2016). E importante relembrar que cancer é uma doenca caracterizada pelo
desenvolvimento de anormalidades celulares, causando divisdo celular,
crescimento rapido e descontrolado de uma massa tumoral muitas vezes
devido a processos mutagénicos. Alguns processos mutagenicos podem
promever nessas células um fenoOtipo mais agressivo, determinando a
formacdo de tumores ou neoplasias malignas. Além disso, sua origem se da
por condicdes multifatoriais. Esses fatores causais podem agir em conjunto
ou em sequéncia para iniciar ou promover o cancer (DEVITA et al., 2005;
WEINBERG, 2008; LO e FISHER, 2014; DUNGA et al., 2015; NEAGU et
al., 2016).

A carcinogénese é um processo de multiplos passos envolvendo
mutacdes e selecdo de células que apresentam capacidade aumentada para
proliferacdo, sobrevivéncia, invasdo e metastase (WEINBERG, 2008; LO e
FISHER, 2014; NEAGU et al., 2016; SCHNEIDE et al., 2017). A
carcinogénese inicia-se com uma alteracdo genética que muitas vezes
acomete genes que sdo responsaveis pelo controle da proliferacdo celular
assim, essas mutac6es levam a proliferacdo anormal de uma unica célula. As
células que compdem a massa tumoral tornam-se cada vez mais heterogéneas
pois mutacdes adicionais somam-se a primeira (RANG et al., 2004,
WEINBERG, 2008; NEAGU et al., 2016; SCHNEIDE et al., 2017). Essas
mutacbes podem iniciar-se de forma espontédnea ou induzida pela acdo de
agentes carcinogénicos. O acumulo de anormalidades geneéeticas tem sido
descrito como um fator responsavel pelo desenvolvimento e progresséo
neoplasica (WEINBERG, 2008; LO e FISHER, 2014; NEAGU et al., 2016;
SCHNEIDE et al., 2017).
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O céncer é responsavel por mais de 12% de todas as causas de 6bito no
mundo, com uma taxa anual de ébito de mais de 7 milhbGes de pessoas
(STEWART, 2014; SIEGEL, 2015). A expectativa de vida mundial tem se
elevado gradativamente e, associado a transformacdo nas relacdes entre as
pessoas e seu ambiente, trouxe uma alteracdo importante no perfil de
morbimortalidade, diminuindo a ocorréncia das doencas infectocontagiosas e
colocando as doencas cronico-degenerativas como novo centro da atencéo
(DEVITA et al., 2005; STEWART, 2014; SIEGEL, 2015).

As neoplasias relacionadas a pele sdo as mais comuns no Brasil e
representam uma parcela importante nos diagnosticos de cancer segundo o
INCA. Ainda de acordo com o INCA, séo estimados 181.430 novos casos no
Brasil em 2016. Embora o cancer de pele seja o tipo de cancer mais
frequente, correspondendo a cerca de 25% de todos os tumores malignos
registrados, quando detectado precocemente este tipo de cancer apresenta
altos indices de cura. Porém, os tipos de canceres de pele ndo melanoma
apresentam uma letalidade considerada baixa. Em alguns casos, devido ao
diagndstico tardio, o cancer de pele pode levar a ulcera¢cdes e deformidades
fisicas graves, metastases e ao 6bito (LO e FISHER, 2014; BRASIL, 2016,
NASSIRIPOUR et al. 2016; KEMP et al., 2017).

Séo dois tipos conhecidos de cancer de pele, os ndo-melanoma que sdo
constituidos pelos carcinomas de células basais e carcinomas de células
escamosas, e 0s melanomas, que possuem origem nos melanécitos (DEVITA
et al., 2005, POLLOCK et al., 2006; FRANSEN et al.; 2012; LO e FISHER,
2014; BISWAS, et al., 2015; NASSIRIPOUR et al. 2016).

Atualmente, o melanoma maligno cutdneo esta sendo descrito como
uma das neoplasias mais agressivas e letais, e sua incidéncia é crescente
(POLLOCK et al., 2006; SOYER et al., 2012; LO e FISHER, 2014; BISWAS,
et al., 2015). Trata-se de uma forma grave de cancer cutdneo caracterizada
como uma neoplasia invasiva devido aos elevados indices de metastases,
com poucos tratamentos efetivos para os pacientes portadores dessa doenca
(DEVITA et al., 2005; LIN e FISHER, 2007; LO e FISHER, 2014).

Existem poucas alternativas terapéuticas para o tratamento do
melanoma cutdneo e 0s unicos farmacos aprovados pela Food and Drug

Administration (FDA) para o tratamento do melanoma avancado eram a
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Dacarbazina (DTIC) e altas doses de interleucina-2 (IL-2), ambos com taxas
de resposta entre 10-20%. Até recentemente, nenhum dos agentes usados
para o tratamento do melanoma demonstraram um aumento na sobrevida
global, salientando a necessidade de novos agentes (KIRKWOOD et al.
1997; DEVITA et al., 2005; LANG et al, 2005 POLLOCK et al., 2006; LO e
FISHER, 2014; XIN et al., 2016).

O principal e mais ativo quimioterdpico no tratamento do melanoma ¢
representado pela Dacarbazina. Descrita quimicamente como 5-(3,3-dimetil-
1-triazeno)-imidazol-4-carboxamida, a DTIC é considerada o agente mais
efetivo em regimes de monoterapia no tratamento do melanoma metastéatico.
Por muitos anos, a DTIC vem sido utilizada como uma das poucas formas de
terapia contra o melanoma. Trata-se de um agente alquilante, triazeno, que
tem como principal alvo o ciclo celular (DEVITA et al., 2005; CHABNER et
al. 2006; POLLOCK et al., 2006; LO e FISHER, 2014; XIN et al., 2016).

A terapia antineoplasica apresenta limitacdes severa e muitas das
vezes incapacitante de continuidade do tratamento. Dentre essas limitacfes e
incapacidades, destacam-se os efeitos adversos. No caso da Dacarbazina,
observa-se mielossupressdao, nauseas e vémitos, os quais limitam o uso do
quimioterapico, com mais de 90% dos pacientes sendo afetados com algum
desses sintomas em esquema inicial de uso (POLLOCK et al., 2006;
ANVISA, 2011; HERSH et al., 2015; WILSON e SCHUCHTER, 2016).
Outros efeitos adversos se destacam, tais como a leucopenia; uma forma
severa de mielosupressdo, que representa um grave risco ao paciente
predispondo-o as infeccdes, devido a diminuicdo da imunidade celular e
humoral (DEVITA et al., 2005; POLLOCK et al., 2006; CHABNER et al.
2006; LECCIA et al., 2013; HERSH et al., 2015; WILSON e SCHUCHTER,
2016).

Nos ultimos anos a eficiéncia da terapia antineoplasica se tornou
questiondvel em algumas situacdes, porém a nanobiotecnologia iniciou uma
nova era, por meio de algumas conquistas animadoras. As nanoparticulas se
sedimentaram como sistemas de liberacdo de farmacos e ferramentas para
obtencdo de imagens que fornecem novos caminhos para o diagndéstico e
tratamento do cancer (LIU et al. 2007; OLIVEIRA, 2012; MAFFIOL et al.,
2015; TIAN et al, 2017).
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A nanotecnologia pode ser usada com o objetivo de minimizar o0s
efeitos adversos relacionados aos féarmacos, assim como aumentar a
seletividade e a eficacia dos mesmos na terapia. Diversos sistemas de
distribuicdo de farmacos tém sido desenvolvidos com essa finalidade, tais
como: microparticulas poliméricas, micelas, nanoparticulas magnéticas entre
outros. (YUN et al., 2004; CHO et al., 2008; SANTOS-OLIVEIRA, 2011,
MELO et al., 2012; OLIVEIRA, 2012; MAFFIOL et al., 2015; TIAN et al.,
2017).

As atividades utilizando nanoparticulas ou microparticulas
radiomarcadas podem ser denominadas "radionanomedicina” (SANTOS-
OLIVEIRA, 2010; GIJS et al., 2016; TIAN et al., 2017). O foco desta area
tem sido o desenvolvimento de nanoplataformas multifuncionais para
melhorar a eficiéncia da terapia ou diagnostico (SANTOS-OLIVEIRA, 2010;
HOBBS et al., 2012; PARKER et al., 2013; SGOUROS; HOBBS; ABOU,
2014; GIJS et al., 2016). Tais compostos multifuncionais podem fornecer
multiplos ligantes para o cancer (melhorando a especificidade do alvo),
radionuclideos terapéuticos ou medicamentos terapéuticos (para terapia) e
radionuclideos diagnésticos simultaneamente (SANTOS-OLIVEIRA, 2010;
VALLABHAJOSULA, 2010; HOBBS; ABOU, 2014; GIJS et al., 2016; TIAN
et al., 2017).

A utilizacdo de radiofdrmacos para processos de imagem para
diagndstico permite o mapeamento tecidual, em funcdo da fisiologia e da
atividade metabdlica. Sendo assim, é possivel reunir informac¢des mais
especificas sobre a fisiologia do 6rgdo e possiveis disfuncdes. As baixas
doses utilizadas do radiofarmaco garantem imagens da morfologia funcional
do 6rgdo de uma maneira ndo invasiva e de altissima sensibilidade. Por isso,
esse tipo de procedimento possui um papel importante no diagnostico de
diversas doengas, com especial enfoque para doencas oncologicas,
neuroldgicas ou cardiacas (SANTOS-OLIVEIRA, 2010;
VALLABHAJOSULA, 2010; JOSEFSEN e BOYLE,2012;TIAN et al, 2017).
Além disso, os radiofarmacos podem ser utilizados na terapia dos tumores,
por intermédio do acoplamente de radionuclideos emissores alfa (a) e beta
(), que sdo conhecidas formas de decaimento radioativo. As emissdes alfas

ocorrem quando um nucleo atdomico instavel emite uma particula alfa
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transformando-se em outro no seu processo de decaimento. No caso dos
emissores beta, ocorre de forma diferente, sdo elétrons de alta energia ou
positrons emitidos de nucleos atémicos emitidos durante seu decaimento
(ERCAN e CAGLAR, 2000; HOBBS et al., 2012; MAFFIOL et al., 2015).

Recentemente, uma nova classe de medicamentos vem associando
diagndstico a terapia, os chamados teragndsticos. Nesse segmento, 0s
radiofarmacos se destacam devido as suas caracetristicas singulares,
possuem a capacidade de serem conjugados a diversos radionuclideos para as
mais variadas funcdes e alvos terapéuticos (SANTOS-OLIVEIRA, 2010;
HOBBS et al., 2012; JOSEFSEN e BOYLE, 2012; MAFFIOL et al., 2015;
TIAN et al., 2017). Para diagnosticar patologias utiliza-se na composicao
dos radiofarmacos, radionuclideos emissores de radiacdo gama. Devido ao
seu alto poder de penetrabilidade nos tecidos e baixo poder de ionizagéo
quando comparada as radiacdes particuladas alfa (a) e beta(p).
Radionuclideos emissores de radiacdo gama, tais como o tecnécio-99m,
iodo-123, galio-67 e o talio-201, sdo wutilizados na composicdo de
radiofarmacos para diagndstico.

Em relacdo a finalidade terapéutica, os efeitos nocivos da radiacao sao
utilizados para destruir células tumorais (HOBBS et al., 2012; PARKER et
al., 2013; SGOUROS; HOBBS; ABOU, 2014; GIJS et al., 2016; TIAN et al.,
2017). Nesse caso, os radiofdrmacos sdo compostos por radionuclideos
emissores de radiagcdo o ou B—, que possuem pequeno poder de penetracdo mas
sdo altamente energéticas, ionizando o meio que atravessam e causando uma
série de efeitos que resultam na destruicdo celular do tecido (PARKER et al.,
2013; PANDIT-TASKAR; LARSON; CARRASQUILLO, 2013; GUIS et al.,
2016 TIAN et al., 2017). Podem ser utilizados radionuclideos para terapia,
tais como: lodo-131, Itrio-90, Lutécio-177, Rénio-188, Radio-223, Estroncio-
90 e 0 Samario-153, entre outros, sendo o Radio-223 o emissor alfa de maior
aceitacdo e praticidade de uso (PARKER et al., 2013; PANDIT-TASKAR;
LARSON; CARRASQUILLO, 2013; TIAN et al., 2017).

Em 2004, Cao et al usaram '®®Re na sua superficie de nanoparticulas
de magnetita revestida com silica imobilizadas com histidina. Em 2007, Cai
et al, marcaram quantum dot (QD) com Cobre-64 (°*Cu) com conjugacéo de
peptideos DOTA e RGD. O conjugado °*Cu-DOTA-QD-RGD demostrou um
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melhor direcionamento ao tumor do que o conjugado sem os peptideos. Em
2011, Zhang et al desenvolveu uma particula revestida com polietileno
glicol assim como micelas poliméricas reticuladas, conjugadas com Anexina
A5 marcada com ***In para SPECT e NIRF.

Diante de tal cendrio, torna-se clara a necessidade de estudos que
busquem o desenvolvimento de novas opcOes de tratamentos mais eficazes
do combate ao cancer de pele do tipo melanoma, baseados no uso da
combinacdo de drogas existentes as microparticulas e radiofarmacos. Uma
alternativa promissora para reducdo dos problemas causados pela terapia
antineoplasica € a utilizacdo radioisdtopos acoplados a microparticulas,
denominados de microrradiofarmacos (RAWAT, 2006; OLIVEIRA et al.,
2006; SANTOS-OLIVEIRA, 2011; AKHTER et al., 2013; MAFFIOL et al.,
2015).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar a aplicacdo de uma microesfera de
PLA conjugada com Dacarbazina, marcados com Tecnécio-99m e Radio-223,
como dispositivo para liberacao local e controlada de fArmacos para o cancer

de pele.

1.2 Objetivos especificos

e Obtencdo de microesferas de PLA contendo Dacarbazina através do
método de dupla emulsificacdo;

e Caracterizacdo das microesferas por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e espalhamento Dinamico de Luz (DLS);

e Desenvolvimento de processo de radiomarcacdao das particulas com
desenvolvidas com tecnécio-99m;

e Desenvolvimento de processo de radiomarcacdao das particulas com
desenvolvidas com R&dio-223;

e Avaliacdo do perfil de biodistribuicdo do radiofarmaco em animais
sadios e induzidos com melanoma através de um estudo in vivo;

e Avaliagdo da citotoxicidade do radiofdrmaco através do ensaio de
MTT;

e Avaliacdo da qualidade de marcacgédo pelo processo de cromatografia

em papel;
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) através da International
Agency for Researchon Cancer (IARC) elaborou o documento conhecido como
World Cancer Report 2014, e com base nele é inquestionavel que o cancer
seja visto como um problema de saude publica mundial, especialmente entre
0s paises em desenvolvimento, onde é esperado mais de 20 milhdes de casos
novos dessas doencas para 2025 (FERLAY, 2012; STEWART, 2014).

A OMS apontou ainda, que, dos 14 milhdes de casos novos estimado
para 2020, mais de 60% ocorrerdo em paises em desenvolvimento. Para a
mortalidade, a situacdo agrava-se quando se constata que dos 8 milhGes de
Obitos previstos; mais de 70% ocorrerdo nesses mesmos paises (FERLAY,
2012; SIEGEL, 2015; MEHTA e DUTT, 2016).

A incidéncia do cancer continuara em crescimento nos paises em
desenvolvimento (FERLAY, 2012; BRASIL, 2014; SIEGEL, 2015), levando a
necessidade de se programar medidas preventivas de forma ampla e contumaz,
de modo a coibir o surgimento de novos casos (POLLOCK et al., 2006;
BRASIL, 2014; SIEGEL, 2015). Nas ultimas trés décadas, houve um
crescimento acentuado nos casos de cancer pelo mundo, com a duplicagdo do
namero de casos. Nao obstante, as estimativas de incidéncia e prevaléncia
para as proximas duas décadas preocupam especialistas (WHO, 2008). Assim,
nos Gltimos anos, esse tema ganhou uma dimensdo drastica, convertendo-se
em um evidente problema de saude publica, despertando o interesse urgente
na pesquisa para o desenvolvimento de farmacos com atividade antitumoral.

De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA) a estimativa para
0 ano de 2016, que serad valida também para o ano de 2017, aponta para a
ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos novos de cancer (BRASIL,
2016). Estimativas demonstram ainda que em 2030, a carga global serd de
aproximadamente 21,4 milh6es de casos novos de cancer e 13,2 milhdes de

mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da
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populacdo (BRASIL, 2016). O continuo crescimento populacional, a elevagdo
na expectativa de vida mundial, juntamente com aumento da sobrevida de
pacientes resultaram no incremento na carga global. Esse impacto recaiu
principalmente sobre os paises economicamente emergentes (BRASIL, 2011;
STEWART, 2014. SINGEL et al., 2015).

Figura 1 Estimativas para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100
- mil habitantes e do nidmero de casos novos de cancer, segundo sexo e
localizagdo primaria

Estimativa dos Casos Novos
Localizagéo Priméria Homens Mulheres
Neoplasia Maligna Estados Capitais Estados Capitais

Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta
Prostata

Mama Feminina

Colo do Utero

Traqueia, Bronquio e Pulmao

Qvério

Linfoma de Hodgkin

Linfoma nao Hodgkin

Glandula Tireoide

voso Central

Gorpo do Utero

Subtotal
Pele ndo Melanoma

Todas as Neoplasias
*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: BRASIL, 2016.

No Brasil, o cancer de pele ndo melanoma continua sendo o tumor mais
incidente em ambos o0s sexos, correspondendo a cerca de 30% de todos o0s
tumores malignos registrados no pais. Esse tipo de tumor apresenta altos
percentuais de cura, se for detectado precocemente e consequentemente,
apresenta uma baixa mortalidade (BRASIL, 2016).
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De acordo com o INCA, uma estimativa de 175.760, sendo 80.850
homens e 94.910 mulheres serdo acometidos por cancer de pele. Infelizmente,
mesmo possuindo uma baixa letalidade de acordo com o Sistema de
Informacdo Sobre Mortalidade (SIM) estima-se pelo menos 1.769 d&bitos,
sendo 1.000 homens e 769 mulheres (BRASIL, 2016). Porém, é provavel que
exista um sub-registro dessa neoplasia em fun¢do do subdiagnostico, podendo
assim subestimar as taxas de incidéncia e 0s numeros esperados de casos
novos (POLLOCK et al., 2006; STEWART, 2014; BRASIL, 2016).

O céancer de pele é mais comum em pessoas com mais de 40 anos, sendo
relativamente raro em criangas e negros, com exce¢cdo daqueles que sdo
portadores de doencas cutdneas prévias (POLLOCK et al., 2006; SIEGEL,
2015; BRASIL, 2016).

Embora o cancer de pele seja o tipo de cancer mais frequente no Brasil,
0 melanoma representa apenas 5% das neoplasias malignas (BRASIL, 2016).
As estimativas do INCA sdo de 5.670 novos casos, sendo 3.000 homens e
2.670 mulheres (BRASIL, 2016). Apesar de ser o mais grave devido a sua
alta possibilidade de metastase, o progndstico desse tipo de cancer pode ser
considerado bom, se detectado nos estdgios iniciais (precocemente) (SIEGEL,
2015; BRASIL 2016). Nos ultimos anos, houve uma grande melhora na
sobrevida dos pacientes com melanoma, principalmente devido a deteccéo

precoce do tumor.

2.2 Carcinogénese

A atividade normal da célula depende da perfeita harmonia citoldgica,
histolégica e funcional (DEVITA et al., 2005; WEINBERG, 2008; WU e
ZHAO, 2013; NEAGU et al.,, 2016; WALCZAK et al. 2017). Porém, sdo
conhecidas falhas nos mecanismos que regulam esses processos, gerando
anormalidades celulares e genéticas, que podem ser responsaveis pelo
surgimento do tumor (WEINBERG, 2008; QUEIROZ, 2016).

A proliferacdo celular é dependente de necessidades fisioldgicas

especificas, tratando-se de um processo meticulosamente regulado
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(WEINBERG, 2008, WU e ZHAO, 2013; TRETYAKOVA e GROEHLER,
2015; WALCZAK et al. 2017). Essa proliferacdo envolve o aumento da massa
celular, duplicacdo do acido desoxirribonucléico (ADN) e a divisdo fisica da
célula em duas células filhas com o mesmo material genético (DEVITA et al.,
2005; WEINBERG, 2008; WU e ZHAO, 2013; NEAGU et al.,, 2016;
WALCZAK et al. 2017). As restrigdes ao processo de mitose sdo impostas por
estimulos reguladores que agem diretamente sobre a superficie celular, os
quais podem resultar no aumento ou reducdo da disponibilidade de certos
fatores de crescimento, que juntamente aos hormonios ou neurotransmissores
mantém o controle do ciclo celular (DEVITA et al., 2005; WEINBERG, 2008;
WU e ZHAO, 2013; TRETYAKOVA e GROEHLER, 2015; WALCZAK et al.
2017).

Fatores externos podem colaborar para o desenvolvimento do processo
de carcinogénese, com a exposi¢do crescente dos individuos a agentes
quimicos, fisicos e biolégicos que, dependendo de suas caracteristicas, podem
ser potencialmente carcinogénicos. Outras variantes sdo os fatores
intrinsecos, tais como mutacdes hereditarias, alteracbes hormonais ou
condi¢cdes imunologicas, refletindo em uma parcela importante, no algoritmo
da carcinogénese (DEVITA et al., 2005; WEINBERG, 2008; WU e ZHAO,
2013; WALCZAK et al. 2017; CARDIS e BHAWAN, 2017). Todos esses
fatores podem agir em conjunto ou isoladamente para o desenvolvimento do
cancer (WEINBERG, 2008; WU e ZHAO, 2013; NOHMI et al., 2017).

Os proto-oncogenes sdo genes relacionados com o crescimento,
diferenciacdo e proliferacdo celular normal. Codificam fatores de
crescimento, receptores de membrana e proteinas de ligagdo do DNA. Os
oncogenes sdo proto-oncogenes ativados. Sua ativacdo é desencadeada através
de alteracdes genéticas, tais como: i) Translocacdes e inversdes, ii) Delegdes
iii) Amplificacbes iv) Mutagdes puntiformes e v) Insercdo de DNA viral
(WEINBERG, 2008; WU e ZHAO, 2013; QUEIROZ, 2016; WALCZAK et al.
2017). Uma vez alterado o proto-oncogene, se transforma em oncogene,
amplificando a producédo de proteinas que estimulam a divisdo celular, inibem
a diferenciacdo e a morte celular, e originam células cancerosas
imortalizadas. (WEINBERG, 2008; KUMAR, 2010; WU e ZHAO, 2013;
QUEIROZ, 2016; NOHMI et al., 2017).
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A expressdo descontrolada subverte a conservada capacidade de
estabilidade genOmica, e a esse processo chamamos de Carcinogénese ou
Oncogénese. Esse processo ocorre de forma gradual podendo levar anos para a
formacdo do tumor de forma visivel (CASSALI et al., 2004; DEVITA et al.,
2005; WEINBERG, 2008; NEAGU et al., 2016; WALCZAK et al., 2017).

Figura 2 - Esquema de ativagdo dos Proto-Oncogenes

Carcinogénicos Radiagoes

Quimicos lonizantes Radiagdes UV Vieus

T

Proto-Oncogenes

Oncogénese
PDGF | [ e:nyc
BRAF bcl-2
erb-B N-mye
erb-B2 KRAS L-mye bek-1

Fonte: O Autor, 2017.

A carcinogénese é um processo lento e complexo que ocorre
fundamentalmente em trés etapas: iniciacdo, promocao e progressdao (DEVITA
et al., 2005; WEINBERG, 2008; KUMAR, 2010; QUEIROZ, 2016,
WALCZAK et al. 2017).

O estagio inicial é caracterizado por uma série de muta¢des cumulativas
no material genético, que predispde células normais a evolucdo maligna e
imortalidade. E o primeiro estagio onde acontece o dano na estrutura genética
de forma irreversivel. Nesta fase as celulas se encontram, geneticamente
alteradas, porém ainda ndo é possivel se detectar um tumor, clinicamente. As
alterac6es podem ser decorrentes de uma lesdo genética ndo letal, que pode

ocorrer espontaneamente ou pela exposicdo a agentes ambientais, como



26

agentes quimicos, fisicos ou biolégicos (DEVITA et al., 2005; WEINBERG,
2008; WU e ZHAO, 2013; WALCZAK et al. 2017; NOHMI et al., 2017).

A promocdo, segunda etapa da carcinogénese, é marcada pela
proliferacdo da célula mutada, bem como o aumento do processo clonal
(WEINBERG, 2008; WU e ZHAO, 2013; QUEIROZ, 2016; WALCZAK et al.
2017). Para que ocorra essa transformacdo, é necessario um longo e
continuado contato com o agente cancerigeno promotor. A suspensdo do
contato com agentes promotores muitas vezes interrompe 0 processo nesse
estagio. Alguns componentes da alimentacdo e a exposicdo excessiva ou
prolongada a hormonios, sdo exemplos de fatores que promovem a
transformacdo de células iniciadas, em malignas. A tendéncia é que existam
proliferacdes, muitas vezes, associadas a alteracdes que bloqueiam a morte
celular,permitindo que as células normais circundantes morram e as células
tumorais sobrevivam, iniciando um processo de neovascularizagdo, por meio
do VEGF (DEVITA et al., 2005; WEINBERG, 2008; WU e ZHAO, 2013;
QUEIROZ, 2016; WALCZAK et al. 2017).

A progressdo, por sua vez, € conhecida como o terceiro e altimo
estagio, e se caracteriza pela multiplicacdo descontrolada e irreversivel das
células alteradas. Nesse estagio o cancer ja estd instalado, evoluindo até o
surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca (WEINBERG,
2008;WU e ZHAO, 2013; QUEIROZ, 2016). Durante esse processo, outras
alterac6es no genoma podem ocorrer, incluindo a ativacdo de oncogénese e a
perda funcional completa dos genes supressores de tumores (DEVITA et al.,
2005; WEINBERG, 2008, QUEIROZ, 2016; WALCZAK et al. 2017; NOHMI
et al., 2017). E nesse momento que as células tumorais fazem a invasio,
iniciando pelo tecido conjutivo envolvente e depois 0S vasos, com
possibilidade de metastase (WU e ZHAO, 2013; QUEIROZ, 2016; WALCZAK
et al. 2017).
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Figura 3 - Etapas da carcinogénese
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Fonte: QUEIROZ, 2016.

Os mecanismos que regulam o contato e a permanéncia, bem como os de
controle do seu crescimento, sdo de extrema importancia para a manutencéo
celular e impedimento do crescimento celular. Contudo, falhas nesse
processo, impedem esse controle. Dentre os controles para o impedimento do
crescimento tumoral, destaca-se a apoptose, como sendo um dos principais
mecanismos responsaveis pelo controle da carcinogénese (WEINBERG, 2008;
KUMAR, 2010; WU e ZHAO, 2013; NOHMI et al., 2017; WALCZAK et al.
2017).

Um comportamento anormal das vias de sinalizacdo, podem afetar a
progressdo do ciclo celular e controle da apoptose. Fatores de crescimento e
mitdgenos usam a cascata de sinalizacdo RAS / RAF / MEK / ERK para

transmitir sinais de seus receptores, para regular a expressdo génica e
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prevenir a apoptose. Falhas nesses mecanismos, eventualmente, contribuem
para o desenvolvimento de diversos tipos de neoplasias (WEINBERG, 2008;
WALCZAK et al. 2017; SAIDAK et al., 2017; SCHREUER et al., 2017;
FRANKEL et al., 2017). As mutacdes também ocorrem em genes que
codificam receptores como EGFR e FLT-3 ou em translocagdes
cromossémicas, que transmitem os seus sinais através destas cascatas. Assim,
mesmo na auséncia de mutacfes genéticas, estas vias tém sido relatadas como
ativas em diversos tipos de neoplasias. As vias RAS / RAF / MEK / ERK e
RAS / PI3BK / PTEN / AKT interagem entre si para regular o crescimento e,
em alguns casos, a tumorigénese (WEINBERG, 2008; KUMAR, 2010;
QUEIROZ, 2016, WALCZAK et al. 2017 SAIDAK et al., 2017; SCHREUER
et al., 2017; FRANKEL et al., 2017).

Figura 4 - Ativacdo de varias vias e receptores com suas interacdes em

conjunto com suas funcdes celulares
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Legenda: (A). Esquematico da via PI3K / AKT e sinalizagdo celulares vias RAS /
MAPK. (B). As vias de sinalizacdo PI3K / AKT e RAS / MAPK podem se
influenciam mutuamente.
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Fonte: AKSAMITIENE, KIYATKIN E KHOLODENKO, 2012.

Embora, todos os mecanismos envolvidos no processo de apoptose nao
tenham sido elucidados, varios sensores de anormalidades celulares foram
localizados, os quais desempenham um papel chave na inicializacdo do tumor
(TIWARI et al., 2015; QUEIROZ, 2016, SAIDAK et al., 2017 NOHMI et al.,
2017; FRANKEL et al., 2017). Um dos sensores de danos no ADN que
funcionam através da expressdo do gene supressor de tumor é conhecido como
TP53 que responde as quebras no ADN e outras anormalidades
cromossémicas, induzindo um desencadeamento da expressdo de proteinas
Puma-BH3, responsaveis pelo inicio da apoptose (KUMAR, 2010; WU e
ZHAO, 2013; QUEIROZ, 2016, SAIDAK et al., 2017; NOHMI et al., 2017;
WALCZAK et al. 2017).

Figura 5 - Via intrinseca e extrinseca da apoptose
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Fonte: QUEIROZ, 2016.

A TP53 possui muitos mecanismos e fungbes anticancerigena,

desempenhando um papel fundamental na apoptose, na estabilidade do
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genoma e na inibicdo da angiogénese (WU e ZHAO, 2013; TRETYAKOVA ¢
GROEHLER, 2015; TIWARI et al., 2015; QUEIROZ, 2016, SAIDAK et al.,
2017; SCHREUER et al., 2017). Dentre suas funcdes, destaca-se a verificacdo
eventual na ocorréncia de alguma mutacdo na sequéncia do ADN, com
posterior formacdo de mitose e conseguinte divisdo celular (WU e ZHAQO,
2013; QUEIROZ, 2016; FRANKEL et al., 2017; SUCHANKOVA et al., 2017).
N&do obstante a TP53 atua ainda, induzindo o processo de apoptose por meio
do processo conhecido como senescéncia celular (WEINBERG, 2008;
QUEIROZ, 2016; SUCHANKOVA et al., 2017).

As células tumorais aplicam uma variedade de estratégias para
neutralizar o mecanismo de apoptose, 0 mais comum € a perda da funcao
supressora de tumores do gene TP53 (LASITHIOTAKI et al., 2013;
QUEIROZ, 2016; SUCHANKOVA et al.,, 2017).0s tumores de forma
intermitente, podem aumentar a expressdo de reguladores anti-apoptdticos
como as proteinas Bcl-2 e/ou Bcl-xL, ou enviando sinais de sobrevivéncia
através da IGF-1, ou reduzindo a expressdo de fatores pro-apoptoticos como
Bax, Bim Puma (LASITHIOTAKI et al., 2013; KEMP et al., 2017). Acredita-
se que a variedade de mecanismos para evitar a apoptose reflita a diversidade
de sinais indutores de apoptose que as populacbes de células cancerigenas
encontram durante a sua evolucdo para o estado maligno (WEINBERG, 2008;
TIWARI et al., 2015 QUEIROZ, 2016; NOHMI et al., 2017; WALCZAK et al.
2017).

Um numero crescente de genes tem sido identificado como capazes de
induzir positivamente ou negativamente o processo de apoptose. Entre eles
destaca-se a familia das proteinas Bcl-2, que desempenha papel fundamental
na regulacdo do processo em condig¢des fisiologicas (LASITHIOTAKI et al.,
2013; TIWARI et al., 2015; KEMP et al., 2017). Os principais antagonistas da
apoptose dessa familia sdo as Bcl-2 e Bcl-XL, presentes nas membranas
mitocondrias. Tanto o Bcl-2 como Bcl-XL atuam inibindo a apoptose, uma
vez que previnem a liberacdo do citocromo C (GRIVICICH et al., 2007,
LASITHIOTAKI et al., 2013; TIWARI et al., 2015; FRANKEL et al., 2017).
Recentemente, demonstrou-se que a Bcl-2 bloqueia a penetragdo nuclear de
granzima (LASITHIOTAKI et al., 2013; TIWARI et al., 2015; NOHMI et al.,
2017; WALCZAK et al. 2017).
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Os membros pro-apoptoticos da familia Bcl-2 sdo normalmente
encontrados no citosol e quando ativados, deslocam-se para a mitocOndria,
alterando a permeabilidade da membrana da organela, permitindo o
extravasamento de proteinas pro-apoptoticas, tais como: DNAse, pro-
caspases, citocromo-C e/ou os fatores indutores de apoptose (WEINBERG,
2008; WU e ZHAO, 2013; LASITHIOTAKI et al., 2013; TIWARI et al., 2015;
WALCZAK et al. 2017).

2.3 Morfologia do sistema tegumentar

A pele é o revestimento externo do corpo sendo o maior 6rgdo do corpo
humano. Funciona como um Orgdo de revestimento corporal que exerce o
papel de barreira, entre o organismo e o ambiente, portanto, funciona como
interface entre o organismo e o ambiente. Esse papel exige do 6rgdo funcles
de transicdes complexas e especificas, e esta sujeito aos mais variados tipos
de lesbes, provocadas por agentes externos de origens variadas, tais como,
agentes quimicos, fisicos ou mecanicos (SBD, 2009, DIEPGEN et al, 2012;
STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013).

O tecido epitelial, considerado 6rgao integrante do sistema tegumentar,
tem como func¢des principais a prote¢do dos tecidos subjacentes, regulacdo da
temperatura somadtica, reserva de nutrientes e ainda, conter terminacdes
nervosas sensitivas, desempenhando a funcdo inclusive de protecdo contra o
calor, a luz e aos agentes infecciosos (SBD, 2009, DIEPGEN et al, 2012;
SIRE; DONOGHUE; VICKARYOUS, 2009).

O sistema tegumentar ¢ formado trés camadas bem unidas: i) epiderme;
i) derme e iii) hipoderme. Todas sdo importantes para o corpo, e cada uma
tem caracteristicas e fungdes bem distintas. A epiderme tem como principal
funcdo formar uma barreira protetora do corpo, protegendo contra danos
externos, consistindo basicamente em um epitélio pavimentoso estratificado e
gueratinizado, de origem ectodérmica. As células basais da epiderme dao
origem aos queratinocitos, também chamadas células escamosas, que

produzem queratina, onde se encontram ainda os melanocitos, responsaveis
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pela producdo da melanina; o pigmento que d& cor a pele e cuja funcdo é
proteger as camadas mais profundas da pele contra os efeitos nocivos da
radiacao solar (POLLOCK et al., 2006; SBD, 2009; DIEPGEN et al, 2012;
STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013).

A derme € a camada intermediaria da pele, localizada logo abaixo da
epiderme, sendo responsavel por sua sustentacdo. Essa camada também é a
responsavel pela resisténcia e elasticidade da pele; as substancias como o
colagénio e a elastina, que conferem carater elastico a pele, estdo aqui
localizadas (HIERONYMUS et al., 2009; DIEPGEN et al, 2012; STEWART,
AJAO; IHUNWO, 2013). E constituida por elementos fibrilares e outros
elementos da matriz extracelular tais como: proteinas estruturais,
glicosaminoglicanos, ions e agua de solvatacdo. A derme pode ser
fragmentada em outras duas camadas: a camada papilar, em contato com a
epiderme, formada por tecido conjuntivo frouxo, e logo abaixo dela a camada
reticular, constituida de tecido conjuntivo denso ndo modelado, onde
predominam as fibras colagenosas. E na derme que se localizam os vasos
sanguineos, que nutrem a epiderme, vasos linfaticos e também os nervos e os
O0rgdos sensoriais a eles associados conhecidos como mecanorreceptores
(DIEPGEN et al, 2012; STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013). Dentre os
macanorreceptores, destacam-se os corpusculos de Pacini, Meissner e Krause.

O corpusculo de Pacini ou também corplsculo lamelar, se encontra no
tecido conjuntivo, tanto na derme, como nas visceras e nas articulacdes. Estes
receptores respondem a deformacdo nas suas camadas de protecdo, causadas
por uma pressdao sobre o 6rgdo onde estdo localizados, capazes de detectar
vibracdes nas faixas de 30 — 800 Hz (HIRST; SAFINYA, 2004; DIEPGEN et
al, 2012; STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013)

O corpusculo de Meissner também ¢é um sensor tatil, mas
especificamente ao contato. Encontram-se distribuidos pela pele, mas se
concentram em areas particularmente sensiveis a toques leves, como nas
pontas dos dedos, nas palmas das mdaos, nas solas dos pés, nos labios, na
lingua, na face, nos mamilos e na pele externa dos genitais masculinos e
femininos (HIERONYMUS et al., 2009; RINN et al., 2008; DIEPGEN et al,
2012; STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013).
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Os corpusculos de Krause sdo sensores em formato de lampadas,
encapsulados, cuja principal funcdo é identificar a sensacdo de frio. A
sensibilidade é variavel de acordo com a regido da pele sob consideracéo
(HIRST e SAFINYA, 2004; HIERONYMUS et al., 2009; RINN et al., 2008;
DIEPGEN et al, 2012; STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013).

Nas regides da pele providas de pelo, existem terminagfes nervosas
especificas nos foliculos capilares e outras, chamadas terminais de Ruffini ou
receptores de Ruffini (HIRST e SAFINYA, 2004; HIERONYMUS et al., 2009;
DIEPGEN et al, 2012; STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013). As primeiras,
formadas por axénios que envolvem o foliculo piloso, captam as forcgas
mecanicas aplicadas contra o pelo. Os terminais de Ruffini, com sua forma
ramificada, sdo receptores térmicos de calor (HIERONYMUS et al., 2009;
DIEPGEN et al, 2012; STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013).

As células de Merkel localizam-se no epitélio bucal e na camada basal
da epiderme. A funcdo desses granulos ainda ndo foi elucidada. Porém,
através das células de Merkel e das terminac¢des nervosas livres, presentes na
epiderme, a pele recebe informacdes do meio ambiente e as envia para o
sistema nervoso central. H& hipdteses que sugerem que este complexo, atue
como um receptor para o toque e pressdo, pois tem caracteristicas de um
mecanorreceptor de baixo ajuste (HIERONYMUS et al., 2009; RINN et al.,
2008; DIEPGEN et al, 2012; STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013).

A hipoderme ou tecido celular subcutdneo é uma camada de tecido
conjuntivo localizado abaixo da derme, porém tecnicamente ndo faz parte da
pele, unindo-a de maneira pouco firme aos 6rgdos adjacentes. E um tecido
conjuntivo frouxo ou adiposo que faz conexdo entre a derme e a fascia
muscular, e tem como suas funcbes prioritarias: reservatorio energético,
isolante térmico, absorcdo de choque e fixacdo dos oOrgdos (HOEHN e
MARIEB, 2009; WU; WILLIAMS; NATHANS, 2012; DIEPGEN et al, 2012;
STEWART; AJAO; IHUNWO, 2013).

Sabe-se que as camadas da pele sdo avasculares, com isso, a unica
forma de nutricdo é feita por difusdo através dos microvasos capilares da
derme, que se apresenta bem vascularizado (WU; WILLIAMS; NATHANS,
2012). Na camada basal, ocorre uma constante renovacdo celular, com intensa

atividade mitotica. Essas células sofrem diferenciacdo, sendo empurradas para
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a camada espinhosa e lucida até chegarem a epiderme. Tais células formam de
quatro a seis camadas sobrepostas de queratinécitos, conferindo a resisténcia
mecanica a epiderme (HOEHN e MARIEB, 2009; WU; WILLIAMS;
NATHANS, 2012; DIEPGEN et al, 2012; STEWART; AJAO; IHUNWO,
2013).

Figura 6 - Estrutura da pele. Visdo tridimensional da pele e do tecido
subcutaneo subjacente. As camadas dérmicas e epidérmicas e
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Fonte: HOEHN e MARIEB, 2009.

2.4 Cancer: Melanoma (MM) e 0 ndo Melanoma (NMSC)

Sdo dois os tipos conhecidos de cancer de pele, os ndo melanoma
(NMSC) que é constituido pelos carcinomas de células basais e carcinomas de
células escamosas, e os melanomas maligno (MM), que possuem origem nos
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melanécitos (BROETTO et al.,, 2012; KHOSRAVI; SCHMIDT; HUANG,
2015; LO e FISHER, 2016). O cancer de pele representa a neoplasia mais
comum em caucasianos (SOYER et al.; 2012; FERLAY, 2012; KHOSRAVI;
SCHMIDT; HUANG, 2015; LO e FISHER, 2016). O numero estimado de
novos casos de melanoma cutdneo em 2016 é de 76.380, o que representa
4,5% de todos os novos casos de cancer no mundo (FERLAY, 2012; SIEGEL,
2015; MEHTA e DUTT, 2016). Existem desvios nas taxas de incidéncia
relatadas e sdo atribuidos a diferentes fatores de risco entre diferentes
populacfes, bem como discrepancias nos sistemas nacionais de registro
(FERLAY, 2012; SIEGEL, 2015).0s aumentos observados nas taxas de cancer
de pele estdo associados a varios fatores como a transi¢cdo para populacdes
significativamente mais velhas, que por sua vez, estd associadaa a um maior
risco de NMSC (KHOSRAVI; SCHMIDT; HUANG, 2015; LO e FISHER,
2016). No entanto, estudos revelaram um papel significativo no aumento da
exposicdo ocupacional e recreativa a exposi¢cdo a luz UV (BROETTO et al.,
2012; KHOSRAVI; SCHMIDT; HUANG, 2015; LO e FISHER, 2016).

O cancer de pele € o tipo de cancer mais comum no Brasil e representa
uma parcela importante nos diagndsticos de cancer segundo o INCA. Ainda de
acordo com o INCA, sdo estimados 181.430 novos casos no Brasil em 2016.
Embora o cancer de pele seja o tipo de cancer mais frequente, correspondendo
a cerca de 25% de todos os tumores malignos registrados no Brasil, quando
detectado precocemente este tipo de cancer apresenta altos indices de cura.
Porém, mesmo com sua letalidade considerada baixa, em alguns casos onde héa
demora no diagnoéstico esse cancer pode levar a ulceracdes e deformidades
fisicas graves (BROETTO et al., 2012; BRASIL, 2014). Além disso, o cancer
de pele do tipo melanoma é considerado 0 mais agressivo e que apresenta
maior resisténcia ao tratamento entre todos os tipos de canceres conhecidos
(POLLOCK et al., 2006; DIEPGEN et al., 2012; LO e FISHER, 2016).

Segundo o INCA, o carcinoma de células basais é responsavel por
aproximadamente 70% dos casos de cancer de pele no Brasil (BRASIL, 2014).
E 0 mais comum e menos grave, raramente disseminando para outros 6rgaos;
entretanto, pode destruir os tecidos a sua volta, atingindo cartilagens e 0ssos.
Os carcinomas de células escamosas aparecem como 0 segundo tipo de cancer

de pele mais comum, responsavel por aproximadamente 25% dos casos, possui
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maior facilidade para disseminar, levando o risco de metastases. J& o
melanoma maligno, o mais agressivo dos tumores de pele, tem a capacidade
de invadir qualquer 6rgédo e se espalhar pelo corpo, mesmo que sua incidéncia
seja bem inferior aos outros tipos de cancer de pele, aproximadamente 4-5%,
€ 0 mais agressivo, e responsavel por 75% de todas as mortes causadas por
neoplasias de pele. Dados atuais apontam que sua incidéncia estd aumentando
no mundo inteiro, (DIEPGEN et al., 2012; BROETTO et al., 2012, FERLAY,
2012; STEWART, 2014)

O principal fator de risco para o cancer de pele, tanto para melanoma
quanto para o ndo melanoma, € a exposicdo excessiva a radiacdo solar (SBD,
2013, NCI, 2016). Para o tipo ndo melanoma, a incidéncia aumenta com a
idade, sendo mais frequente na populacdo masculina do que na feminina. Em
geral, o carcinoma de células epidermoides esta associado ao acumulo das
doses de exposicdo ao sol, enquanto o carcinoma basocelular estd mais
associado a uma exposicdo intermitente em alta doses de radiacdo solar
(WETZIG,2009; SBD, 2013). As populacbes de pele clara naturalmente
possuem um risco aumentado para o desenvolvimento do cancer de pele néo
melanoma, (SBD, 2013; STEWART, 2014; SINGEL et al., 2015; NCI, 2017).

2.4.1 Carcinomas de células basais (CBC)

O CBC ¢ descrito como uma neoplasia epitelial maligna de células
basaloides, com nucleos volumosos em relacdo ao citoplasma e perda de
pontes intercelulares, porém, com raras figuras de mitoses (RUBIN Al, 2005;
WETZIG,2009; BROETTO et al., 2012). A caracteristica mais sugestiva para
o diagnostico do CBC consiste na presenca de grupamentos de células
dispostas em formato cilindrico, perifericamente, sendo comum uma fenda
entre o estroma e o parénquima tumoral (RUBIN Al, 2005; MANTESE et al.,
2006; WETZI1G,2009; BROETTO et al., 2012).
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Figura 7- Carcinomas de células basais normalmente vemos o brilho

perolado e finos vasos de sangue, chamados de telangiectasia.
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Fonte: Disponivel em http://www.myskincancercentre.com.au/questionb/basal-cell-cancer-
look-like/

Os CBCs sdo uma variacdo comum do cancer de pele que afetam,
aproximadamente, um milhdo de habitantes dos Estados Unidos anualmente
(STEWART, 2014; SINGEL et al., 2015). Na verdade, o CBC é 0 mais comum
entre todos os tipos de cancer, principalmente no Brasil onde existe uma alta
exposicdo a luz solar (ROEWERT-HUBER et al., 2007; SBD, 2013;
STEWART, 2014; BRASIL, 2016; CARDIS et al., 2017). Contudo, raramente
0 CBC sai dos seus sitios primarios, apresentando assim baixa possibilidade
de metastase. Por esta razdo, o CBC é considerado um tumor maligno de
baixo risco e pouca agressividade (MANTESE et al., 2006; WETZIG et
al., 2009 CARDIS et al., 2017).

E um tipo de cancer considerado multifatorial, porém, é descrito na
literatura que a causa principal da formacdo do CBC é exposicdao ao sol
acumulada ao longo da vida (WEINBERG, 2008; WETZIG et al.,2009;
DIEPGEN et al., 2012). Os tumores surgem com maior frequéncia nas areas
expostas do corpo, especialmente na face, nas orelhas, no pescog¢o, no couro
cabeludo, nos ombros e no dorso. Em raras ocasifes, no entanto, esses
tumores se desenvolvem em areas ndo expostas (RUBIN Al, 2005; POLLOCK
et al., 2006; DIEPGEN et al., 2012). Em alguns casos, o contato com
arsénico, a exposicdo a radiacdo, a existéncia de lesdes abertas que néo
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cicatrizam, a existéncia de doencas de pele inflamatorias crénicas, bem como
complicagdes decorrentes de cicatrizes, queimaduras, infec¢fes, vacinas e até
mesmo de tatuagens sdo outros fatores que contribuem para o
desenvolvimento da doenca (RUBIN Al, 2005; WETZI1G,2009).

Os carcinomas de células basais em estdgios iniciais sdo facilmente
trataveis, com grandes chances de cura na fase inicial de tratamento
(WETZIG,2009; BROETTO et al., 2012). Embora esse tipo de cancer,
raramente, desenvolva metadstase, em algumas situacfes pode danificar o
tecido adjacente causando, as vezes, uma destruicdo acentuada do tecido
lateral (RUBIN Al, 2005; WETZIG,2009; BROETTO et al., 2012).

2.4.2 Carcinoma epidermoides (CEC)

E descrito como o segundo tipo mais comum de cancer de pele, sendo
superado somente pelo carcinoma basocelular. Ocorre normalmente em areas
expostas ao sol e esta relacionado ao dano solar crénico, ou seja, ao acumulo
de dano pela radiacdo ultravioleta na pele ao longo da vida (DEDIVITIS et
al.; 2004; MANTESE, 2006; BROETTO et al., 2012; MARACY et al., 2016).

O CEC nédo é uma neoplasia exclusiva da pele, acometendo também
mucosas, como: garganta, boca, colo do datero, vagina e pénis. Seu
comportamento € mais agressivo nas mucosas, principalmente em boca e
garganta, com maior risco de metastases e evolucdo para 6bito. Diferente do
gue ocorre com o carcinoma basocelular, o CEC pode gerar metastases, porém
0 risco nédo é tdo grande quanto no melanoma. De uma forma simplificada o
carcinoma espinocelular é mais perigoso que o basocelular, mas menos
perigoso que o melanoma. (MOTLEY et al., 2002; MANTESE, 2006;
BROETTO et al., 2012; MARACY et al., 2016)

As lesfes atingem principalmente a face e a parte externa dos membros
superiores. Iniciam-se pequenas, endurecidas e tem crescimento rapido,
podendo chegar a alguns centimetros em poucos meses (BROETTO et al.,
2012). Crescem, infiltrando-se nos tecidos subjacentes, e também para cima,

formando lesGes elevadas ou vegetantes. Frequentemente possuem ulceragdes,
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causando sangramentos com frequéncia (MOTLEY et al., 2002; DEDIVITIS et
al; 2004). O carcinoma epidermoide pode produzir metéstases, portanto,
fundamental o diagnéstico e tratamento precoce para evitar o0
comprometimento de outros 6rgdos (CARVALHO et al., 2001.MOTLEY et al.,
2002. MARACY et al., 2016).

Figura 8 - Demonstracdo do CEC: Lesdo nodular avermelhada em formato
de ulceracdo a direita e lesdo a esquerda se apresenta como uma

grande nodulacédo vegetante.

Fonte: Disponivel em http://medifoco.com.br/fotos-de-carcinoma-epidermoide-
espinocelular/

Existem lesdes precursoras do CEC, sendo a presenca de queratose
actinicaum precursor para esse tipo de cancer (MOTLEY et al., 2002;
DEDIVITIS et al.; 2004; SOYER et al.; 2012). Estudos recentes vem
considerando outros fatores como determinantes para o CEC, dentre eles
destaca-se a doenca de Bowen que atualmente ja é considerada uma CEC
(BROETTO et al., 2012; IDRISS; MISRI; BOER-AUER, 2015 MARACY et
al., 2016).
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Figura 9 - Doenga de Bowen: placa eritematosa e descamativa, que se
confunde com outras doengas de pele.
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Fonte: Disponivel em http://www.dermis.net/dermisroot/en/52775/image.htm

2.4.3 Melanoma maligno cutaneo

Atualmente, o Melanoma maligno estd sendo descrito como uma das
neoplasias mais agressivas, resistentes ao tratamento e sua incidéncia é
crescente. Em 2014, estimou-se que 76.100 novos casos e 9.710 mortes
ocorreram nos Estados Unidos (STEWART, 2014; SINGEL et al., 2015). A
Gltima estimativa mundial revelou que, em 2014, 232 mil casos novos de
melanoma foram diagnosticados em todo o mundo. J& para a mortalidade,
foram estimados 55 mil Obitos globais, representando mais de 80% dos
diagnosticos de melanomas (FERLAY, 2012; STEWART, 2014). No Brasil,
esse quadro e semelhante. Dados recentes indicam que houve
aproximadamente 1.769 Obitos relacionados ao melanoma maligno no Brasil
no ano de 2014 (BRASIL, 2016).

Conhecida como uma neoplasia de pele originada da transformacéo
maligna dos melandcitos, localizados na camada basal da epiderme, € uma
forma grave de céncer cutdneo, invasiva e com elevados niveis de
metastases. Trate-se de uma neoplasia com baixa taxa de sucesso terapéutico
e com um arsenal bastante reduzido, com poucos tratamentos efetivos para
0s pacientes portadores dessa doenca (WEINLICH, 2008; DEVITA et al.,
2005; SCHREUER et al., 2017). Na maioria das vezes se origina na pele,
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embora possa surgir a partir de mucosas ou em outros locais, tais como:
olhos, epitélios da mucosa e meninges ou para outros locais para 0s quais
migram as células da crista neural, tais como: neurbnios craniais, cartilagem e
tecidos conectivos (WEINBERG, 2008; LIN; FISHER, 2007; LI, 2014;
YAMAGUCHI; HEARING, 2014; DEVITA et al., 2005; WEINBERG, 2008;
LIN; FISHER, 2007; YAMAGUCHI; HEARING, 2014).

2.4.3.1 Melanoma: critérios para o diagnéstico

O fator mais importante para o sucesso no tratamento do Melanoma é o
diagndstico precoce. A maioria dos melanomas pode ser diagnosticado,
clinicamente, um exame cuidadoso e detalhado (YAMAGUCHI; HEARING,
2014; LI, 2014; ABBAS; MILLER; BHAWAN, 2014).A maioria das
alteracfes sugestivas de uma lesdo suspeita sdo apresentados em um periodo
de meses, quando essas mudancas ocorrem em dias ou semanas indicam
condi¢cdes inflamatérias graves. As mudanc¢as iniciais, normalmente,
observadas sdo: o aumento do tamanho da leséo, alteragcGes de cor que ocorre
em 70% dos pacientes, prurido e a presenca de ulceracdo ou hemorragia,
(DEVITA et al., 2005; WEINBERG, 2008; LI, 2014; ABBAS; MILLER;
BHAWAN, 2014). Também pode ocorrer descoloracdo em torno das lesdes,
que é chamado de halo de regressao e deve ser levado em conta na avaliacdo
(DEVITA et al., 2005; YAMAGUCHI e HEARING, 2014; ABBAS; MILLER;
BHAWAN, 2014).

Para o diagndstico clinico vem sendo implementado desde 1985, o
sistema de melanoma ABCDE (Figura 10). Deve-se ter especial atencdo aos
melanomas amelandticos, pois esses podem ser confundidos com carcinomas
basocelulares, de células escamosas ou outras lesdes (ABBAS; MILLER;
BHAWAN, 2014; HARRINGTON et al., 2017).
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Figura 10 - Critérios ABCDE para o diagnostico de melanoma.
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Varios subtipos comuns de melanoma sdo mostrados na Figura 8. Os
melandcitos sdo derivados de progenitores da crista neural e seu
desenvolvimento é modulado pelo receptor tirosina quinase (RTK) c-KIT e
pelo fator de transcrigcdo associado a microftalmia (MITF) (LI, 2014; NEAGU
et al., 2016; HARRINGTON et al., 2017).
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Figura 11 - Subtipos de melanomas
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Legenda: Melanoma superficiais (A), melanomas amelandtico (B) e melanomas
nodulares.

2.4.3.2 Melanoma: Vias, alteracfes genéticas e fatores de riscos comuns

Os fatores de risco para o melanoma sédo: historia familiar, pele clara,
imunossupressdo, radiacdo UV e presenca de nevo melanocitico prévio (LI,
2014; IDRISS, 2015; NEAGU et al., 2016; HARRINGTON et al., 2017).
Estudos epidemioldgicos tém implicado intensa exposi¢cdo a radiacdo UV
intermitente e queimaduras solares severas durante a infancia, como um maior
risco ao desenvolvimento do tumor (LI, 2014; NEAGU et al., 2016).A
radiacdo UV tem maultiplos efeitos na pele, incluindo alteragcGes genéticas,
inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), alteracdes na funcgdo
imunologica cutanea e producgdo de fatores de crescimento (WU e ZHAO,
2012; NEAGU et al., 2016; HARRINGTON et al., 2017).

Os melandcitos produzem dois tipos principais de pigmento:
eumelanina (cor preta e marrom) e fomeomelanina (cor avermelhada). A
eumelanina é o pigmento fotoprotetor que proporciona a atenuacdo da
radiacdo ultravioleta. A sintese de pigmento é estimulada pela ligacdo do
hormonio estimulante da a-melanocitos (a-MSH) ao receptor de
melanocortinal (MC1R)(WU e ZHAO, 2012; LI, 2014; IDRISS, 2015;
NEAGU et al., 2016, LI, 2014; YAMAGUCHI e HEARING, 2014; ABBAS;
MILLER; BHAWAN, 2014).
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Um estudo recente demonstrou que a sintese de feomelanina contribui
para a melanomagénese através de um mecanismo independente da radiacdo
UV, acredita-se envolver altos niveis de ROS (MITRAL et al., 2012; LI,
2014; ABBAS; MILLER; BHAWAN, 2014; HARRINGTON et al., 2017).
Assim, a elevada suscetibilidade ao desenvolvimento de melanomas em
individuos com fendtipos ruivos e/ou pele clara é provavelmente atribuivel
aos efeitos cancerigenos intrinsecos da sintese de feomelanina, bem como a
radiacdo UV (WU e ZHAO, 2012; LI, 2014; YAMAGUCHI e HEARING,
2014).

As mutagOes especificas em BRAF foram descritas como possuindo
altas incidéncias em melanomas. A maioria das muta¢des oncogénicas de
BRAF causam substituicées no coddo 600 (V600E) ativando, por sua vez, a
via das quinases (ABBAS; MILLER; BHAWAN, 2014; SCHREUER et al.,
2017 FRANKEL et al., 2017; OBAID; BEDARD; HUANG, 2017).

A heterogeneidade molecular e mutacional apresentam grandes desafios
na analise do genomas do melanoma. As taxas de mutacdo da base somatica
no melanoma estdo entre as mais altas. Esta taxa de mutacdo reduz o poder de
deteccdo das verdadeiras mutacOes indutoras do melanoma (WU e ZHAO,
2012; ABBAS; MILLER; BHAWAN, 2014; FRANKEL et al., 2017). As altas
taxas de mutacbes no melanoma, é, em grande parte, atribuida aos efeitos
mutagénicos da radiacdo UV e sdo perceptiveis na terminacdo C>T na base
3'da pirimidina (WU e ZHAO, 2012; NEAGU et al., 2016; SCHREUER et al.,
2017; FRANKEL et al., 2017; OBAID; BEDARD; HUANG, 2017). Embora as
mutacGes de assinatura de UVB dominem as mutacbes no melanoma, ¢€
importante lembrar a contribuicdo de processos independentes de UVB, como
a associada a UVA na base G>T resultante de danos oxidativos e lesdes no
ADN (NEAGU et al.,, 2016; FRANKEL et al., 2017; WU; ZHAO, 2012;
NEAGU et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2017).

A mutacdo mais comum no melanoma, o BRAF V600E, esta fortemente
associada a uma idade mais avancada e danos crénicos ao sol, contribuindo
para a sustentar a hipoOtese da mutacdo ser ocasionada por exposicdo a
radiacdo UVB (WU e ZHAO, 2012; NEAGU et al., 2016; SCHREUER et al.,
2017; FRANKEL et al.,, 2017; OBAID; BEDARD; HUANG, 2017,



45

SCHNEIDER et al., 2017; FRANKEL et al., 2017; OBAID; BEDARD;
HUANG, 2017)

As mutacbes mais comumente observadas sdo as do BRAF e das NRAS,
com hiperativacdo da via MAPK (LO e FISH, 2014; NEAGU et al., 2016;
SCHREUER et al., 2017). Contudo, outras alteracGes geneéticas recorrentes
também podem ser identificadas, tais como aumento da codificacdo feita pelo
gene AKT3 e perda da proteina PTEN por supressdo (WU e ZHAO, 2012; LO
e FISH, 2014; NEAGU et al., 2016).

Figura 12- Vias de sinalizagdo no melanoma. A sinalizagdo MAPK
promove o0 crescimento e a sobrevivéncia celular e &
constitutivamente ativa na maioria dos melanomas. Os

membros da familia RAS sdo ativados por RTKs e sinalizam

atraves de proteinas efetoras incluindo PI3K, RAF cinases e
Ral-GEFs
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O esquema acima sintetiza os principais fatores relativos a alteraces
mutacionais e genéticas que podem dar origem ao melanoma, e consiste na
representacdo esquematica de diferenciacdo de melandcitos através do eixo de
MITF/ ARN /BRAF que sdo ativadas pelo receptor c-KIT. A expressdao do
fator de transcrigcdo ¢ regulada por MITF, a-MSH e MC1R. Os ARN, BRAF e
KIT sdo oncogenes conhecidos na promoc¢do do melanoma (LO e FISH, 2014,
NEAGU et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2017). A via de sinalizacdo de
EGFR ¢ ativada por uma dimerizacdo do receptor EGFR, isso leva a ativacdo
das vias RAS e PI3K. Quando ocorre a ativagcdo em RAS ha a ativacdo da
cascata MEK, ERK e p38; PI3K e AKT via PIP3 também ocorre (LO e FISH,
2014; NEAGU et al., 2016). Ambas as vias de regulacdo das funcles
celulares, como metastase e apoptose, que sao vitais para a progressdo do
melanoma séo ativadas e promovidas. As mutagcdes no EGFR, RAS, RAF,
PTEN e PI3K ativam o surgimento do melanoma (LO e FISH, 2014; NEAGU
et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2017).

O CDKN2A é um regulador do ciclo celular que codifica dois
supressores tumorais, pl4 ARF e pl6 INK4a, que regulam as vias p53. A
pl6INK4a e P15 séo inibidores de CDK4 e CDKG6, atuando na fosforilagdo do
pRB, conduzindo a progressdo da fase G1 para a fase S. A p14ARF atua como
um inibidor de HDM?2 que regula p53. A perda do ponto de controle do ciclo
celular p53 e da via apoptdticas no melanoma pode resultar de supressdo ou
mutacdes em pl4 ou TP53. A supressdo da pl6INK4a é o evento mais comum
relatado em melanoma (WU e ZHAO, 2012; LO e FISH, 2014; NEAGU et al.,
2016).
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Figura 13 - Patogénese do melanoma mediadas P16 e P14 mutacGes
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Fonte: ACOSTA, 2009.

2.4.3.3 Melanoma: tratamentos

O tratamento priméario € a excisdo cirargica do melanoma, sendo a
Unica abordagem com potencial curativo para melanomas malignos em
estagios iniciais. Mister se faz ressaltar que a bidpsia é essencial, tanto para
dar o dermatopatologistas seguranca no diagnostico e permitir a avaliacdo das
margens de excisdo para um provavel tumor residual, como para avaliar sua
malignidade (BROETTO et al., 2012; BISWAS et al., 2015; LECCIA et al.,
2014; HARRINGTON et al., 2017).

No melanoma cutédneo, em estagio inicial, um dos fatores mais
importantes de prognosticos sdo: i) a espessura tumoral e ii) a presenca ou a
auséncia de ulceracdo. De modo geral, a medida que a espessura aumenta,
pior é o progndstico, bem quando da existéncia de ulceragcbes (BROETTO et
al., 2012; COCHRAN et al., 2014; LECCIA et al., 2014; BISWAS et al.,
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2015; HARRINGTON et al., 2017). A escala de Clark® podera também ter
implicacbes em termos prognosticos nos melanomas superficiais, embora a
sua importancia tenha vindo a diminuir a medida que novos fatores, em
especail o genético e molecular, estdo sendo estudados (BROETTO et al.,
2012; COCHRAN et al., 2014; HARRINGTON et al., 2017).

O tratamento do melanoma podem incluir entdo, cirurgia, radioterapia
com feixe externo e quimioterapia. Todos, sem excessdo apresentam efeitos
secundarios. (BROETTO et al., 2012; COCHRAN et al., 2014; LECCIA et al.,
2014; GOYAL et al., 2015; HARRINGTON et al., 2017; OBAID; BEDARD;
HUANG, 2017).

2.4.3.4 Melanoma: dacarbazina

Existem poucas alternativas terapéuticas para o tratamento do
melanoma cutdneo em estagios avancados, e os Unicos farmacos aprovados
pela FDA sdo: a Dacarbazina (DTIC); e/ou altas doses de interleucina-
2(HIL-2), ambos com taxas de resposta entre 10-20%. Importante ressaltar
gue nenhum dos farmacos wusados para o tratamento do melanoma
demonstraram um aumento na sobrevida global, salientando a necessidade de
novos farmacos ou a urgéncia na deteccdo precoce (KIRKWOOD et al. 1997;
DEVITA et al., 2005;POLLOCK et al., 2006; HERSH et al., 2015; WILSON;
SCHUCHTER, 2015; XIN et al., 2016). Recentemente, com o advento da
tecnologia dos anticorpos monoclonais, alguns estdo sendo usados para o
tratamento do melanoma avancado, porém, é conhecido como um grupo de
medicamentos que possui efeitos colaterais bastantes agressivos, com alto
custo e minima diferenca global de sobrevida (WILSON; SCHUCHTER, 2015;
HERSH et al., 2015; XIN et al., 2016; AL-BADR; ALODHAIB, 2016).

Dentre as opc¢bes mais baratas e com taxa de sucesso terapéutico

comparada, destaca-se a dacarbazina (DTIC), também conhecida como

1 A escala de Clark corresponde ao grau de invasdo tumoral e divide-se em 5 niveis sendo o nivel | quando a lesdo se
encontra confinada a epiderme e seus anexos, nivel 11 quando se limita a derme papilar, 111 na transicéo entre a derme papilar

e a reticular, nivel IV quando atinge a derme reticular, até ao nivel V que corresponde a invasao tumoral do paniculo adiposo.
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imidazole carboxamida. Ela foi desenvolvido por Y. Fulmer Shealy na década
de 70. O farmaco foi inicialmente comercializado pela Bayer (HERSH et al.,
2015; XIN et al., 2016; AL-BADR; ALODHAIB, 2016). Desde sua aprovacao
a dacarbazina estd na Lista de Medicamentos Essenciais da Organizacao
Mundial de Saude, como um dos medicamentos mais eficazes e seguros para o

melanoma.

Figura 14 - Estrutura quimica da Dacarbazina.
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Fonte: Disponivel em http://www.medicinalive.com/deticene-aventis-pharma-dacarbazina/

Os quimioterdpicos sdo amplamente utilizados no tratamento de varios
tipos de cancer, como leucemia, linfomas, tumores de cabeca e pescoco,
doenca de Hodgkin entre outros devido ao seu grande espectro de atuacdo
(WILSON; SCHUCHTER, 2015. XIN et al., 2016; AL-BADR; ALODHAIB,
2016). Em meados de 2006, a dacarbazina passou a ser comumente usada
como unico agente no tratamento de melanoma metastatico, e como parte do
regime de quimioterapia ABVD (Doxorubicina, Bleomicina, Vimblastina e
Dacarbazina) para tratar o linfoma de Hodgkin, e no regime de MAID (Mesna,
Doxorubicina, Ifosfamida e Dacarbazina) para sarcoma (DEVITA et al., 2005;
CHABNER et al. 2006; WILSON; SCHUCHTER, 2015; XIN et al., 2016;
PARZEN et al., 2016).

Trata-se de um agente alquilantetriazeno, que tem como principal alvo
o ciclo celular, interrompendo ou conturbando etapas importantes da
proliferagdo celular, e por consequéncia, levando as células em duplicacdo, a

morte. Os farmacos alquilantes formam ligacdes cruzadas com os filamentos
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de ADN impedindo sua replicacdo, e, com isso, destruindo as células em
repouso ou em processo de divisdo ativa. A metilacdo do ADN produzida pela
dacarbazina é dependente da N-desmetilacdo oxidativa por P450 (CHABNER
et al. 2006; WILSON; SCHUCHTER, 2015; AL-BADR; ALODHAIB, 2016).

Figura 3 - Via de metabolizacdo de DTIC por P450.
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Fonte: Adaptado ALMEIDA, 2005

Sdo formados 5-aminoimidazol-4-carboxamida (AIC) e formaldeido
como produtos da N-desmetilacdo de DTIC por microssomas hepaéticas
(DEVITAet al., 2005; CHABNER et al. 2006; POLLOCK et al., 2006; LO e
FISHER, 2014; AL-BADR; ALODHAIB, 2016).

A cascata de metabolismo da DTIC e a formagdo da molécula de metila
reativa estd ilustrada na Figura 14. O produto inicial da oxidacdo catalisada
por P450, a carbinolamina (HMMTIC), produz MTIC apds a eliminagdo de
formaldeido. A rapida decomposicdo do MTIC produz AIC, o principal
metabdlito no plasma e na urina (CHABNER et al. 2006; AL-BADR;
ALODHAIB, 2016; XIN et al., 2016).

A dacarbazina funciona metilando a guanina nas posi¢cdes O-6 e N-7. A
guanina € um dos quatro nucledtidos que compéem o ADN. As cadeias de

ADN alquiladas ficam juntas, de modo que a divisdo celular torna-se



51

impossivel. Isso afeta as células cancerosas mais do que as células saudaveis,
pelo fato das células tumorais se dividirem mais rapidamente. No entanto,
algumas das células saudaveis ainda serdo danificadas (CHABNER et al.
2006; AL-BADR; ALODHAIB, 2016; XIN et al., 2016;).

Figura 4 - Demonstracdo do processo de metilacdo na guanina nas

posicdes O-6 e N-7
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Fonte: Adaptado ALMEIDA, 2005

A ligacdo destes compostos ao ADN é considerada essencial para a sua
atividade antitumoral, pois provoca a distor¢cdo na estrutura desta molécula,
incluindo alteracdes nos processos de condensacdo da dupla hélice, que
impede a replicacdo e a transcricdo, resultando no aumento do processo de
apoptose e no bloqueio do ciclo celular na fase G2. Os alquilantes afetam as
células em todas as fases do ciclo celular de modo inespecifico (CHABNER et
al. 2006; HERSH et al., 2015 AL-BADR; ALODHAIB, 2016; XIN et al.,
2016;).

Apo6s administracdo intravenosa de dacarbazina, em concentragdes

terapéuticas, a dacarbazina ndo se liga, em quantidade consideravel, as
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proteinas plasméaticas e sua metabolizacdo ocorre predominante por via
hepatica, seguida de excrecdo renal (CHABNER et al. 2006; AL-BADR;
ALODHAIB, 2016; HERSH et al., 2015). O tempo de excrecdo médio da
dacarbazina 6 horas (correspondendo a 40% da dose inicial administrada). A
dacarbazina estd mais sujeita a secrecdo tubular renal do que a filtracdo
glomerular (CHABNER et al. 2006; DUMMER et al., 2016; AL-BADR;
ALODHAIB, 2016).

Apesar dos efeitos colaterais, os agentes alquilantes ainda sdo o0s
farmacos de escolha no tratamento quimioterédpico devido a relacdo
custo/beneficio(CHABNER et al. 2006; LO e FISHER, 2014; AL-BADR;
ALODHAIB, 2016). E importabnte observar que estudos recentes vem
alertando para o risco de tumores secundarios resultantes do tratamento com
estes agentes, devido aos efeitos mutagénicos nas células normais (LO e
FISH, 2014; NEAGU et al., 2016; SCHNEIDER et al., 2017). Dentre o0s
principais sintomas adversos observados com a administracdo da
dacarbazina, destacam-se a mielossupressdao, a ndusea e os vomitos, 0s quais
limitam o uso do quimioterapico. De modo geral, mais de 90% dos pacientes
sdo afetados com algum sintoma com doses iniciais da Dacarbazina
(CHABNER et al. 2006; DUMMER et al., 2016;). Outros efeitos colaterais
podem incluir graves problemas hepéaticos e reag¢fes alérgicas, assim como
leucopenia, com forte diminui¢do da imunidade celular e humoral, tornando o
paciente suscetivel a infeccdes graves. (POLLOCK et al., 2006; CHABNER et
al. 2006; DUMMER et al., 2016;).

2.5 Sistema de liberacdo controlada de farmacos

Atualmente, o desenvolvimento tecnoldgico de farmacos para oncologia
tem como visdo, o aumento da eficacia dos tratamentos quimioterapicos e a
reducdo dos efeitos colaterais que limitam a utilizagdo dos farmacos
antineoplasicos (POLLOCK et al., 2006; CHABNER et al. 2006; LO e
FISHER, 2014; DUMMER et al., 2016).
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As pesquisas tecnologicas em farmacos, tém buscado desenvolver: i)
novas formas de administracdo e absorcgéo; ii) meios de aumentar seu tempo
de acdo, fazendo com que a eficacia do medicamento seja maximizada; iii)
reducdo nos efeitos colaterais (GRANADA, 2009; COIMBRA, 2010; LO e
FISHER, 2014; TIAN et al., 2017). Uma estratégia de grande relevancia para
atingir esses objetivos consiste no desenvolvimento de sistemas de liberacéo
modificada para farmacos (GRANADA, 2009; COIMBRA, 2010; BRUXEL et
al., 2012; OLIVEIRA, 2014; SUN et al., 2017). Sabe-se que quando um
farmaco é administrado, apenas uma pequena fracdo da dose atinge o tecido
alvo, sendo que a maior parte ¢ “extraviada”, devido a sua distribui¢do por
outros tecidos e/ou devido a sua metabolizacdo ou excrecdo acelerada, antes
mesmo de atingir o local de acdo (LASSALLE; FERREIRA, 2007. COIMBRA,
2010; BRUXEL et al., 2012; OLIVEIRA, 2014; SUN et al., 2017).

A liberacdo controlada de farmacos tem como objetivo principal,
suprimir o “extravio” do principio ativo, assim como aumentar o controle e o
direcionamento do produto, para que o beneficio clinico da administracdo seja
maximizado e os efeitos adversos minimizados (GRANADA, 2009;
OLIVEIRA, 2014; SUN et al.,, 2017). Esses sistemas podem incluir
conjugados de farmacos-polimeros soltveis, micelas poliméricas, micro ou
nanoparticulas, lipossomas, entre outros (LASSALLE; FERREIRA, 2007;
GRANADA, 2009; COIMBRA, 2010; BRUXEL et al., 2012).

A liberacdo controlada demanda a associacdo, quimica e/ou fisica, dos
farmacos com materiais biocompativeis em sistemas que, tenham a capacidade
de: i) controlar, de forma pré-determinada, a taxa de liberacdo do farmaco in
vivo; e/ou ii) conduzir o farmaco até ao sitio ativo especifico onde esse deve
atuar (LASSALLE; FERREIRA, 2007. GRANADA, 2009; COIMBRA, 2010;
BRUXEL et al., 2012; OLIVEIRA, 2014; SUN et al., 2017).

Embora a eficiéncia na terapia do cancer seja ainda um problema, nos
ultimos anos, a nanobiotecnologia, desenvolveu-se muito rapidamente, com
algumas conquistas animadoras, em particular, com o uso de micro e
nanoparticulas como sistemas de liberacdo de farmacos para terapia, imagem
e/ou a conjugacdo de ambos, os teragnodsticos (LASSALLE; FERREIRA,
2007; COIMBRA, 2010; JOSEFSEN & BOYLE, 2012).
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A nanotecnologia se refere a fabricacdo de novos materiais com
dimensdes em escala nanométrica, entre 1 e 1000 nandmetros(nm). Essa
tecnologia vem revolucionando o desenvolvimento de materiais e
componentes de diversas areas, tais como: a medicina, eletrénica, ciéncia da
computacao, fisica, quimica, biologia e engenharia dos materiais. O principio
basico da nanotecnologia é a construcdo de estruturas e novos materiais
utilizando-se a interacdo em escala atémica (LASSALLE; FERREIRA, 2007;
BRUXEL et al., 2012). Na farmacologia, a nanotecnologia vem sendo usada
com o objetivo de minimizar os efeitos adversos relacionados aos farmacos,
assim como aumentar a seletividade e a eficAcia dos mesmos (COIMBRA,
2010; BRUXEL et al., 2012).

Os sistemas de liberacdo de micro e/ou nanofarmacos tornam-se cada
vez mais importantes no tratamento e diagnéstico de diversas neoplasias
(COIMBRA, 2010; BRUXEL et al., 2012; OLIVEIRA, 2014). O principal
atributo desses sistemas é seu potencial para aumentar a acumulacdo de
agentes anticancerigenos no tumor e nas células cancerigenas, e a sustentacdo
da liberagdo do principio ativo (LASSALLE; FERREIRA, 2007; BRUXEL et
al., 2012). Dessa forma, aumentando o indice terapéutico e melhorando o
balanco entre eficacia e toxicidade destes fArmacos (LASSALLE; FERREIRA,
2007; BRUXEL et al., 2012; COIMBRA, 2010; OLIVEIRA, 2014).

Nanocarreadores, tais como as nanoparticulas, sdo promissores para
solucionar os problemas relacionados a perda de especificidade dos
quimioterapicos convencionais e seu efeito reduzido, em detrimento do
microambiente tumoral (LASSALLE; FERREIRA, 2007, GREISH, 2010;
OLIVEIRA, 2014). O aumento da especificidade reduz a toxicidade,
contribuindo, para uma diminuicdo significativa dos efeitos colaterais e o
aumento na adesdo ao tratamento e qualidade de vida aos individuos
(LASSALLE; FERREIRA, 2007; COIMBRA, 2010; OLIVEIRA, 2014).

As micro e nanoparticulas, podem melhorar a efetividade do tratamento
do céncer, em especial por aumentar/favorecer o efeito de permeacdo e
retencdo vascular, efeito esse chamado de efeito EPR (sigla em inglés para
enhanced permeability and retention (EPR) effect) encontrado nos tecidos
tumorais sélidos (GREISH, 2010). Esse efeito pode ser definido como a

propriedade através da qual as moléculas de determinados tamanhos
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(tipicamente, lipossomas, nanoparticulas, e drogas macromoleculares) tendem
a acumular-se no tecido tumoral muito mais do que em tecidos normais. A
explicacdo geral que é dada para este fenbmeno é que, para que as células
tumorais crescam rapidamente, elas devem estimular a producdo de vasos
sanguineos, através do VEGF e outros fatores de crescimento envolvidos na
angiogénese do cancer. Assim, pequenos agregados de células tumorais
comecam a tornar-se dependentes do suprimento de nutrientes realizado pela
neovasculatura para seu fornecimento nutricional e oxigénio (GREISH, 2010).
Estes vasos tumorais recém-formados sdo geralmente com arquitetura
anormal. Sdo células endoteliais defeituosas mal alinhadas com fenestracdes
largas, e receptores funcionais prejudicados para angiotensina Il. Além disso,
os tecidos tumorais geralmente ndo tém drenagem linfatica eficaz, que filtram
tais particulas em condi¢cdes normais ao redor do tumor. Todos esses fatores
levam a dindmica anormal de transporte molecular, especialmente para
farmacos macromoleculares (GREISH, 2010; YAMASAKI et al., 2012).
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Figura 5 - Demonstragéo do efeito EPR
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Fonte: GREISH, 2010.

Particulas nanométricas tendem a acumularem-se, preferencialmente,
nos tumores solidos por transporte convectivo passivo (LASSALLE;
FERREIRA, 2007; GREISH, 2010; BRUXEL et al., 2012; YAMASAKI et al.,
2012; OLIVEIRA, 2014). A transporte convectivo ocorre quando moléculas
sdo transportadas pelo fluxo de fluido. A forca para este tipo de transporte €
gradiente de pressdo, que faz com que o fluido se desloque para regifes de
baixas press6es. O transporte convectivo pode ser mais rapido do que a
difusdo passiva ou transporte ativo (OLIVEIRA et al., 2006; LASSALLE;
FERREIRA, 2007; BRUXEL et al., 2012).
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Devido a sua exposicdo aos fatores de crescimento endotelial e de
permeabilidade vascular, a angiogenese ocorre de forma bastante
desordenada. Esse desordenamento neoangiogénico permite a formacdo de
fenestracBes mais largas (com tamanho variando entre e 60-70nm) nos vasos e
capilares sanguineos recém-criados, acarretando assim o influxo maior de
micro e nanoparticulas para o interior desses tecidos (GREISH, 2010;
COIMBRA, 2010 MELO et al., 2012, GRANADA, 2012). Assim, devido a
suas dimensdes reduzidas, estes sistemas de liberacdo de farmacos, podem
acumular-se passivamente no interior da massa tumoral através da rede
microvascular tumoral, presente no epitélio (GREISH, 2010; COIMBRA, 2010
MELO et al., 2012, GRANADA, 2012; OLIVEIRA, 2014; FROUNCHI;
SHAMSHIRI, 2014).

Dentre as estratégias conhecidas para o controle da liberacdo farmacos,
a microencapsulacdo de principios ativos, utilizando polimeros
biodegradaveis e bio compativeis, tem apresentado resultados promissores,
uma vez que, permiti a protecdo de farmacos sensiveis as condicdes
ambientais, aumento da seletividade e o direcionamento, assim como propicia
maior estabilidade fisico-quimica, tanto nos fluidos biol6gicos quanto durante
a armazenagem (COIMBRA, 2010; OLIVEIRA, 2014; FROUNCHI;
SHAMSHIRI, 2014). N&o obstante, permite ainda a incorporacdo de
componentes incompativeis entre si, e auxiliam, sobremaneira, nos parametros
biofarmacéuticos, aumentando a solubilidade e a permeabilidade desses
compostos microestruturados (COIMBRA, 2010 MELO et al.,, 2012,
GRANADA, 2012; OLIVEIRA, 2014).

As microparticulas poliméricas sdo particulas esféricas com
diametro entre 1 e 250um, que oferecem flexibilidade: na dosagem, na
cinética de liberacdo e na marcacdo de receptores para aplicagcbes como
liberacdo de farmacos (YUN et al., 2004; 2010 MELO et al., 2012,
GRANADA, 2012). Podem ser classificadas em duas categorias,
microcdpsulas e microesferas, sendo que as microcapsulas sdo sistemas
poliméricos similares a reservatdrio, enquanto as microesferas sdo sistemas
matriciais (AKAGI et al., 2011, COIMBRA, 2010 MELO et al., 2012,
GRANADA, 2012; FROUNCHI; SHAMSHIRI, 2014; OLIVEIRA, 2014).
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Figura 18 - Representacdo de microparticula (microcépsula e microesfera)
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Fonte: MELO et al, 2012.

As microparticulas sdo constituidas, principalmente, por polimeros
biodegradaveis, que geralmente ndo possuem toxicidade e apresentam féacil
eliminagcdo do organismo (COIMBRA, 2010; MELO et al., 2012, GRANADA,
2012; FROUNCHI; SHAMSHIRI, 2014; OLIVEIRA, 2014). Diversos
polimeros biodegradéaveis sdo utilizados na confec¢do de microparticulas, tais
como: poliésteres, polianidridos, poliortoésteres e polissacarideos
(COIMBRA, 2010; MELO et al., 2012, GRANADA, 2012; FROUNCHI,
SHAMSHIRI, 2014).

Entre esses, o copolimero biodegradavel conhecido como o acido poli
(D,L-l&tico) (PLA), um poliéster alifatico, tem sido usado no
desenvolvimento de sistemas para liberacdo prolongada de féarmacos
(COIMBRA, 2010; FROUNCHI; SHAMSHIRI, 2014; OLIVEIRA, 2014).0
PLA é um polimero amplamente empregado na preparagdo de micro e
nanoparticulas devido as suas caracteristicas de biodegradabilidade e
biocompatibilidade, em especial sua degradacdo in vivo, no qual o PLA sofre
hidrélise, liberando acido latico, que é eliminado do organismo, na forma de
dioxido de carbono e agua (COIMBRA, 2010; GRANADA, 2012; FROUNCH]I;
SHAMSHIRI, 2014; OLIVEIRA, 2014).
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O emprego de microparticulas como carreadores para antineoplasicos,
além de permitir a manutencdo da forma ativa da molécula, aumenta o seu
tempo de permanéncia na circulagdo sistémica, fazendo com que uma maior
concentracdo atingisse os tecidos tumorais, se infiltrando nos mesmos com
mais eficiéncia (COIMBRA, 2010; FROUNCHI; SHAMSHIRI, 2014;
OLIVEIRA, 2014).

2.6 Radiofarmacos

Em 2009, a ANVISA lancou a primeira resolucdo (RDC N° 63/2009)
sobre radiofarmacos, definindo que:

“Radiofarmacos sao preparacdes
farmacéuticas com finalidade
diagndstica ou terapéutica que,
quando prontas para o uso, contém um
ou mais radionuclideos”

Sdo0 medicamentos, compostos por dois componentes principais:
carreador (particula) e radionuclideos ou radiois6topos (elemento radioativo),
emissores de radiacdo e sdo utilizados para radioterapia e para exames de
diagnéstico por imagem, na Medicina Nuclear. Apds administracdo no
organismo, possuem uma biodistribuicdo especifica ou uma afinidade pelo
6rgdo ou funcdo em estudo, com finalidades de diagndstico, terapia ou
monitoramento de doencas. A qualidade da imagem obtida e eficacia dos
radiofarmacos estdo diretamente relacionadas a escolha, tanto do carreador a
ser empregado, como do radiois6topo acoplado. (SANTOS-OLIVEIRA, 2011;
HOBBS et al., 2012; TIAN et al., 2017).

O radiofarmaco ideal e aquele que pode atingir o tecido tumoral sem
que a radiacdo atinja o tecido normal (HOBBS et al., 2012; PARKER et al.,
2013; GIJS et al., 2016). Além disso, um radiofarmaco deve ser capaz de
permanecer no organismo por um periodo de tempo curto o bastante para

evitar a exposicdo desnecessariado individuo a radiacdo, porém, tempo
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suficiente para permitir a aquisicdo e processamento de imagens, assim como
desenvolver sua acdo terapéutica (ERCAN; CAGLAR, 2000; HOBBS et al.,
2012; PARKER et al., 2013; SGOUROS; HOBBS; ABOU, 2014; GIJS et al.,
2016; TIAN et al., 2017). Isso é determinado pela meia-vida efetiva do
radiofarmaco, que, por sua vez, depende do decaimento fisico do
radionuclideo e do tempo de meia-vida biolégico do carreador acoplado ao
radioisotopo (OLIVEIRA et al., 2006; SANTOS-OLIVEIRA, 2011; HOBBS et
al., 2012; GIJS et al., 2016).

O sucesso de um radiofdrmaco geralmente é determinado pela
seletividade ao tecido tumoral (OLIVEIRA et al., 2006; SANTOS-OLIVEIRA,
2011; TIAN et al., 2017). De um modo geral, os tumores possuem diferencas
no fluxo sanguineo, no pH, no metabolismo, de modo que os radiofarmacos
podem fazer uso dessas particularidades para se concentrar seletivamente nos
tecidos malignos (BORDIM et al., 2013; PANDIT-TASKAR; LARSON;
CARRASQUILLO, 2013; ALBERNAZ et al., 2014; GI1JS et al., 2016).

A radiacdo gama é uma onda eletromagnética e, portanto, apresenta
grande penetrabilidade nos tecidos e baixo poder de ionizacdo quando
comparada as demais radiacdes: alfa e beta (OLIVEIRA et al., 2006;
SANTOS-OLIVEIRA, 2011; ALBERNAZ et al., 2014; GIJS et al., 2016).
Radionuclideos emissores de radiacdo gama, tais como o tecnécio-99m, iodo-
123, indio-111, galio-67 e o talio-201, entre outros, sdo utilizados na
composi¢cdo de radiofarmacos para diagnostico (ERCAN; CAGLAR, 2000;
SANTOS-OLIVEIRA, 2011; TIAN et al., 2017).
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Figura 19 - Distancia de penetracdo da Radioatividade.
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Fonte: Disponivel em http://alunosonline.uol.com.br/quimica/calculo-particulas-alfa-
beta.html

Atualmente, o radionuclideo mais importante para a prepara¢do de
radiofarmacos com finalidade diagndstica é o tecnécio-99m (**"Tc). O
pertecnetato de soédio (Na’®™TcO4) é um radionuclideo que apresenta
caracteristicas fisicas ideais para utilizacdo em Medicina Nuclear, com
especial uso para o diagnoéstico, pois apresenta: i) emissdo gama de baixa
energia (140 keV); ii) tempo de meia-vida fisico adequado (6,02 h) a
realizacdo do exame; iii) ndo emite radiagcdo do tipo particulada alfa ou beta.
Essas caracteristicas fisicas, em conjunto, possibilitam a aquisicdo de
imagens cintilograficas com excelente resolucdo (SANTOS-OLIVEIRA, 2011;
SU et al., 2013; ALBERNAZ et al., 2014; SHENG et al., 2017).

O *™Tc é produto do decaimento radioativo do molibdénio-99 (**Mo).
Aproximadamente 87,5% dos 4&tomos de 99Mo desintegram-se por emissédo de
radiacdo P— e origina atomos de °°™Tc que, por sua vez, desintegram-se por
emissdo de radiacdo gama para originar o MTc 0 qual se desintegra a 99Ru
(Figura 20) (SAHA, 1998; SANTOS-OLIVEIRA, 2011; SU et al., 2013;
ALBERNAZ et al., 2014; SHENG et al., 2017).
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Figura 20 - Esquema de decaimento do Mo
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Fonte: O Autor, 2017.

Por meio do sistema de gerador de 99Mo0-99mTc, o elemento tecnécio-
99m pode ser facilmente disponibilizado no hospital ou servico de Medicina
Nuclear. A praticidade de um sistema gerador, aliado ao entendimento da
quimica de coordenacdo do °°™Tc, possibilitou seu uso de maneira quase
ubiquitaria, e com aplicagdo variada (OLIVEIRA et al., 2006; SANTOS-
OLIVEIRA, 2011; SU et al., 2013; ALBERNAZ et al., 2014; BALLINGER,
2015; GIJS et al., 2016). Muitos ligantes foram estudados para marca¢gdo com
9MTc e apresentam utilidade diagnéstica. Uma vantagem inerente dessa
técnica diagndstica é a de ser um procedimento ndo invasivo que possibilita
uma avaliacdo anatémica e morfoldgica dos d6rgaos e, principalmente, uma
avaliacdo funcional dos mesmos (SANTOS-OLIVEIRA, 2011; SU et al., 2013;
BALLINGER, 2015).

2.7 Terapia associada ao radiofarmacos: Radio-223

O radio-223 é um emissor de particulas alfa, possuindo uma meia-vida
de 11,4 dias. Recentemente foi identificado como um excelente candidato
para a terapia com radionuclideos para neoplasias, em particular em metastase
0sseas, mas ndo somente nesses casos (PARKER et al., 2013; GIJS et al.,
2016).

As propriedades quimicas semelhantes ao céalcio, faz com que seja

recrutado e absorvidos em locais em formagdo d6ssea ou em processos de



63

metastase (PANDIT-TASKAR; LARSON; CARRASQUILLO, 2013;
YOSHIDA et al., 2016). Como o elemento fica depositado bem préximo as
células metastaticas, as particulas alfas emitidas quebram as moléculas de
ADN dessas celulas. Nao obstante, devido a ser uma particula muito
volumosa, consegue disseminar uma quantidade expressiva de energia,
ocasionando importante danos as células metastaticas, porém, sem penetracao
significava no tecido, apresentando assim, baixa toxicidade medular,
diferentemente do samario-153, empregado no passado nesse cenario
(PANDIT-TASKAR; LARSON; CARRASQUILLO, 2013; NILSSON, 2015;
SARTOR et al., 2016). Atualmente, vem sendo utilizado no cancer de prostata
conjugado ao PSMA (Prostate-Specific Membrane Antingen) (NILSSON,
2015; SARTOR et al., 2016) e estudo de sua aplicacdo em outras neoplasias
se tornaram uma obsessdo pelos pesquisadores mundiais.

Embora o rddio-223 seja um emissor alfa, os produtos formados através
do seu decaimento, emitem radiacdo beta e gama. Contudo, mais de 95% da
energia de decaimento estd na forma de radiacdo alfa (PANDIT-TASKAR;
LARSON; CARRASQUILLO, 2013; TURNER; O’SULLIVAN, 2014,
SARTOR et al., 2016; YOSHIDA et al., 2016).

A radiacdo alfa tem baixa penetrabilidade e por tanto reduzidos danos
aos tecidos saudaveis circunvizinhos a lesdo tumoral, produzindo um efeito
ainda mais localizado do que o emissor beta estr6ncio-89 ou Samario-153,
ambos wusados na terapia do cancer (PANDIT-TASKAR; LARSON;
CARRASQUILLO, 2013, SARTOR et al., 2016). Uma que o alvo capture o
Ra-223, estima-se que o mesmo dé as células uma dose de radiacdo pelo
menos, 8 vezes superior, a dos outros tecidos ndo-alvo (YOSHIDA et al.,
2016; SARTOR et al., 2016).
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Figura 21 - Mecanismo de acdo do Radio-223

Area de agdo curta

Fonte: Adaptado MUKHERIJI et al., 2014

O radio-223 é rapidamente eliminado do sangue ap0s administracdo
intravenosa. Sua farmacocinética e biodistribuicdo apresentam mais de 60%
da radioatividade presente no tumor, em um periodo aproximado de 4 horas
(NILSSON, 2015. YOSHIDA et al., 2016; SARTOR et al., 2016). O radio-223
ndo é metabolizado pelo organismo, entdo sua excrecdao é predominantemente
fecal, com excregdo renal sendo inferior a 5% (YOSHIDA et al., 2016.
SARTOR et al., 2016).

Em 2013, um estudo global de fase IlIl Alsympca, recrutando 921
homens pacientes com cancer de prostata resistente a castracdo com
metastases Osseas (CRPC), demonstrou que o tratamento com radio-223
aumentou a sobrevida global, com reducdo de 30% do risco de morte em
comparacdo com o placebo, e elevou a qualidade de vida em uma porcentagem
significativa dos pacientes (NILSSON, 2015. YOSHIDA et al., 2016;
SARTOR et al., 2016).

Ainda em 2013, o RA&dio-223 recebeu aprovacdo de comercializagdo
pela FDA como tratamento para CRPC (sigla em inglés para Castration-
resistant prostate cancer) com metastases 0sseas sem doenca visceral
conhecida (NILSSON, 2015; YOSHIDA et al., 2016; SARTOR et al., 2016).

Os pacientes tratados com o Radio-223 tiveram uma baixa incidéncia
de efeitos colaterais e alta tolerabilidade. N&o obstante, o tratamento com Ra-
223 demonstrou minima mielotoxicidade. Entre as principais queixas dos

usuarios da terapia com Ra-223 estdo: anemia, queda de plaquetas, diarreia,
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nausea e fadiga (TURNER; O’SULLIVAN, 2014; NILSSON, 2015; YOSHIDA
et al., 2016; SARTOR et al., 2016).

Assim, a utilizacdo de uma microparticula de dacarbazina, duplamente
marcada com °°"Tc e ***Ra representa ndo somente esperanca, mas o que ha
de mais moderno na terapia do cancer de pele do tipo melanoma metastéatico,
com real possibilidade de aplicacdo imediata na terapia priméria ou

neoadjuvante. E foi o foco dessa dissertacédo.



66

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais:

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados os materiais descritos a

seguir:

e Fauldacar® (Dacarbazina) comercializado pela Libbs®, na forma de
po liofilizado injetavel.

e Linhagem celular: MV3 para Melanoma humano;

e SnCl2 (Cloreto Estanoso) adquirido da Sigma Aldrich®;

e Poli(acido latico) (PLA) adquirido da Sigma Aldrich®, utilizado na
forma de pd, com peso molecular de 40-100 kDa e viscosidade 0,15-
0,25;

e Poli(alcool vinilico) (PVA) adquirido da Sigma Aldrich®, utilizado na
forma de p6, como grau de hidrélise de aproximadamente 85%;

e Diclorometano adquirido da VETEC®, grau de pureza P.A.;

e 99mTc (Tecnécio-99 metaestavel) IPEN/CNEN, fornecido pela
Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ);

e Acetona adquirido da Merck, grau de pureza P.A.;

e Alcool etilico adquirido da Merck, grau de pureza P.A.;

e Papel de Whatman n° 1;

e Camundongo balb-c adquiridos do biotério da USP;

e Cetamina 10 g/100 mL, comercializado pela Syntec®;

e Xilazina 2 g/100 mL, comercializado pela Syntec®.
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3.2 Desenvolvimento das Microparticulas de Dacarbazina

As microparticulas de PLA com e sem o quimioterdpico foram
produzidas pelo método de dupla emulsificacdo seguida da evaporacdo do
solvente. Para a preparagdo, 5 mg de dacarbazina (que representa 10% da
massa de polimero a ser adicionada a microparticula) foi solubilizada em 1
mL de PVA a 0,1%.

Em seguida, foi adicionado 1mL da solugdo anteriormente descrita
com dacarbazina, em 3mL de diclorometano, no qual 50 mg de PLA (com
uma massa molar de 60.000 g/mol) foram previamente solubilizado. A
mistura foi processada durante 2 minutos a 17418,2G (12.000 rpm utilizando
0 ultra-turrax - T18, IKA) para produzir uma emulsdo agua em dleo (A/O).
Em seguida, uma nova emulsdo foi preparada com 6 mL de solugdo de PVA a
1% e novamente aplicada no ultra-turrax por 2 min para produzir uma
emulsdo final do tipo dgua/dleo/agua (A/O/A).

As microparticulas de PLA sem farmaco foram preparadas aplicando-se a
mesma metodologia sem a utilizacdo do farmaco, para comparacdo do perfil
de biodistribui¢do nos animais.

O diclorometano foi evaporado sob pressdo reduzida durante 1 hora a
25 °C. As microparticulas PLA-Dacarbazina (MP-DITC) foram recuperadas
por centrifugacdo durante 20 minutos a 48383,9G (20.000 rpm utilizando a
Ultracentrifuga — Avanti J 25, Beckman Coulte) e lavadas duas vezes com
agua destilada para remover o excesso de PVA ndo houve centrifugacao

entre as Iavagens.
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3.3 Caracterizacdo das Microparticulas

3.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a anélise morfoldgica das microparticulas de PLA-Dacarbazina
(MP-DITC) foi utilizado um microscopio eletronico de varredura modelo TM
3000(Hitachi) com tensdo de 10kV. Uma quantidade de 10 upL das
microparticulas foi adicionada em uma fita de carbono para anélise. As
analises de MEV foram realizadas no Instituto de Engenharia Nuclear (IEN).

3.3.2 Determinacdo do tamanho por DLS

A técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) (do inglés,
Dynamic Light Scattering), também chamada de Espectroscopia de
Correlacdo de Fétons (Photon Correlation Spectroscopy, PCS), é&
amplamente utilizada para a avaliacdo das dimensbes de particulas em
suspensdo assim como para avaliar seu perfil hidrodinamico.

A distribuicdo de tamanhos das microparticulas, foram determinadas
por DLS no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino
Unido). As medigdes foram em triplicada a 25°C e o angulo de incidéncia do
laser em relacdo a amostra foi de 173° utilizando uma cubeta de quartzo de

12 mm2. A média + padrdo Desvio (DP) foi avaliado.

3.4 Marcacdo da MP-DTIC com Tecnécio-99m (99mTc)

Para a radiomarcagdo com 99mTc foi utilizado o cloreto estanoso
(SnCl2), como agente redutor na concentracdo de 30 pg/mL. Assim, 600uCi
(22,2 MBq) de pertecnetato de sédio (Na°*™TcO4) foram incubados com uma

solucdo de 30 pg/mL de cloreto estanoso por 10 minutos. Em seguida, a essa
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solucdo foram adicionadosl50 pL de suspensdo a 20%de MP-DTICe
realizada incubacdo por mais 10 minutos para finalizar o processo de
marcacdo (SA et al., 2012, ALBERNAZ et al., 2014;) (Figura 22).

Figura 22- Processo de marcagdo das MP-DTIC

i = <
10 min 10 min
) >
SnCl, MP-DTIC MP-DTIC + ™TcO .

Fonte: O Autor, 2017.

A qualidade da marcacdo foi avaliada por meio da cromatografia em
papel. O sistema utilizado foi: para fase estacionaria foi utilizado o papel
Whatman n° 1 (em tiras de 14 cm de comprimento por 1 c¢cm de largura) e
para fase moével foi utilizado a acetona pura. Apds a corrida cromatografica,
as tiras foram cortadas ao meio para separar o topo da origem e foi realizada
a leitura das mesmas no contador Gama (Perkin Elmer modelo Wizard®
2470). Finalizando, foi calculada a porcentagem de atividade em cada uma
das partes das fitas para avaliar o processo de marcagcdo assim como seu
intervalo de confiangca (ALBERNAZ; SANTOS-OLIVEIRA, 2013).
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3.5 Processo de marcagdo com o Radio-223 (??°Ra)

3.5.1 Preparacio da solucdo mie de **°Ra

Embora o 223Ra seja formado naturalmente pelo decaimento do 235U,
por razfes praticas, as preparacdes envolvendo a irradiacdo de néutrons do
226Ra sdo mais utilizadas. O método mais conveniente é o uso de um
gerador 227AC (Actinium-227) / ?*’Th (Thorium-227) / ??*Ra (Radio-223)
(Figura 23).

A solucdo mae de Ra-223 foi preparada utilizando-se uma fonte
envelhecida de Ac-227 (Amersham, UK), no qual o equilibrio com seus
produtos de decaimento havia sido obtido por meio de separacdo em
cromatografia de resina, utilizando a resina Dowex-198 (Sigma-Aldrich,
Czech Republic) (Kozempel et al, 2015). Assim, um tubo com Ac-227 seco e
em po, foi lavado com 600pL de uma solucdo 1M de acido nitrico (HNO3). A
essa solucgdo foi adicionado 3,4 mL de metanol. A solucéo final foi vertida em
uma coluna de separacdo de vidro de 10 cm, preenchida com 2g de Dowex-
198. Posteriormente, essa coluna foi eluida com uma mistura (2:8) de acido
nitrico (HNO3) e 0,7M e metanol. O eluato obtido foi evaporado até secar
sob baixa pressdo e o p6 resultante foi reconstituido em 1mL de uma soluc¢édo
de acido nitrico 1M. A solucdo final de Ra-223 apresentou uma atividade

aproximada de 1MBq.
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Figura 23 - Esquema simplificado da reacdo do **°Ra sob irradiacdo de

néutrons
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Fonte: Kozempel et al, 2015.

3.5.2 Preparacio de Microparticulas de Dacarbazina com ??°Ra

Aproximadamente 300 pL da 2?°Ra (pH ajustado para 10 com uma
solucdo tampdo de amonia 1M) e 300 puL de microparticulas de dacarbazina
foram misturadas por vértex durante 1h em temperatura ambiente. As MP-
DTIC-*?°Ra foram centrifugadas (20 min a 5000 rpm de velocidade) e o
sobrenadante foi removido. As microparticulas foram lavadas novamente

com agua ultrapura e finalmente deixada em 500 pL de suspensdo aquosa.
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3.6 Anéalise in vivo

3.6.1 Modelos de xenoenxerto do tumor e protocolo cultivo SKMEL-37

As células Skmel-37 foram estabelecidas no Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center, N. Y., USA. Estas células foram cultivadas em meio RPMI
(Gibco, Life technologies, MD, USA) e suplementadas com 10% de soro
fetal bovino (Gibco, Life technologies, MD, USA) e 50ug/mL de
gentamicina (Gibco, Life technologies, MD, USA). As células foram
mantidas em estufa umidificada a 37°C com 5% CO2. A contaminacdo por
micoplasma foi excluida utilizando o kit de detec¢cdo de micoplasma da
Lonza. O crescimento das células em monocamada foi realizado em garrafas
T75 e o crescimento celular foi observado diariamente atraves de um
microscopio de fase invertida. Para perpetuacdo da linhagem celular, quando
uma subconfluéncia de aproximadamente 70% foi atingida, o meio de cultura
foi removido e as células foram lavadas por 2 vezes com PBS (5mL) e
retiradas da garrafa T75 pela agdo da tripsina (2mL), durante 5min a 37°C
(tripsinizacdo). A inativacdo da tripsina foi realizada pela adicdo de 4ml de
meio de cultura (RPMI/SFB). As células foram subcultivadas na proporcao
de 1:10. O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias com 10 mL de meio
novo. A alteracdo da coloracdo do meio de cultura, que indica atividade
metabolica celular e alteracdo de pH, foi controlada diariamente.

Os tumores foram estabelecidos por injecdo subcutanea de 1x10° SK-
MEL-37 no flanco direito dos camundongos Balb/c fémeas com oito semanas
de idade. O tamanho do tumor foi monitorado durante mais trés semanas e
medido. Os camundongos foram observados trés vezes por semana para

avaliacdo de paralisia, ascite ou perda de peso.



73

Figura 24 - Demonstracdo do resultado da aplicacdo do tumor no flanco

direito.

Fonte: O Autor, 2017.

3.6.2 Estudos de biodistribuicao

As avaliacdes da biodistribuicdo das microparticulas foram feitas
em03 grupos utilizando camundongos balb/c saudaveis divididos em: a)
Grupo Controle, utilizando microparticulas vazias (n=6); b) Grupo
intervencdo utilizando microparticulas carregadas com dacarbazina (n=6) ec)
Grupo Controle Positivo usando dacarbazina pura (n=6).

De modo a avaliar sua eficacia foram realizados testes de
biodistribuicio em camundongos induzidos, da seguinte forma:a)
Microparticula carregada com Dacarbazina(n=4).

Os camundongos foram anestesiados com uma mistura de ketamina a
10% e 2% de xilazina em volume de 15uL e administrada
intramuscularmente (coxa).

Os compostos (3,7 MBg em volume de 0,2 mL) foram administrados
por via retro-orbital (Figura 25). Apds duas horas, os camundongos foram
eutanasiados, em camara de gas de dioxido de carbono, e dissecados para
retirada dos 6rgdos, de acordo com protocolo aprovado pelo comité de ética
de estudo em animais (ANEXO A). A atividade de cada 6rgdo e no sangue
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foi determinada pelo contador gama (Perkin EImer modelo Wizard® 2470).
Os resultados foram expressos em dose por 6rgdo e dose por grama de
tecido. Foram avaliados: cérebro, pulmdao direito, pulmédo esquerdo,
estdbmago, baco, intestino delgado, intestino grosso, coracgdo, rim direito, rim

esquerdo, figado, sangue e a lesdo (Tumor induzido).

Figura 25 - Demonstracdo da aplicacdo retro-orbital.

Fonte: O Autor, 2017.

3.6.3 Ensaio de citotoxicidade

As células de melanoma humano, MV3, obtidas do Dr. C.
Marcienkewicz (Centro Universitario de Neurovirologia e Biologia do
Céancer, EUA), foram cultivadas em DMEM (Meio Dulbecco MEM), foram
enriquecidas com FBS (soro fetal bovino) a 10%, bicarbonato de sédio a 3,7
g/L, 5,2 g/L HEPES, 0,5 U/mL de penicilina e 0,5 mg/mL de estreptomicina
a 37 °C em 5% de CO2.

Apos a juncdo, as células foram separadas por um breve tratamento
com Tripsina 0,1% e EDTA 0,01%. Em seguida foram recolhidas por
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centrifugacdo e ressuspensas em solucdo a 10% de FBS e cultivadas em
DMEM (10* células/poco) em placas de 96 pocos. Depois disso, as células
foram tratadas com microparticulas carregadas com Dacarbazina (0,1-10
g/mL) em FBS a 1% fresco e DMEM, a 37 °C em atmosfera de CO2 a 5%.
Apoés 72 horas, o ensaio de MTT foi realizado como anteriormente descrito
Ribeiro-Pereira em 2014. As células foram incubadas com MTT (1 mg/mL),
novamente em 1% de FBS e cultivadas em DMEM, no escuro a 37 °C,
durante 2 h, permitindo que MTT seja reduzido a Formazan pelas células
viaveis. Os cristais de formazan formados foram dissolvidos em isopropanol
durante 30 min e a densitometria 6ptica foi obtida utilizando um leitor de
microplacas (BIO-RAD) com filtro de 570nm. Para o calculo, uma curva foi
construida usando concentracdes crescentes das células de MV3 (103-5x104
células/pogo) que foram cultivadas durante a noite a 37 °C em atmosfera de
CO2 a 5%, para realizar o ensaio MTT como descrito. Os resultados séo
apresentados como duas experiéncias independentes e realizadas em

triplicada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao do tamanho médio das microparticulas de Dacarbazina

A técnica de espalhamento de luz € usualmente empregada para
determinacdo do diametro médio das microparticulas poliméricas, assim
como para avaliar seu comportamento hidrodindmico. Esse método esta
baseado na propriedade das particulas em suspensdo se difundirem p6r em
todas as direcdes e estarem em movimento permanente, espalhando o feixe
de luz quando este incide sobre elas, determinando assim, o0 raio
hidrodindmico das particulas em suspenséo.

As MP-DTIC apresentaram um tamanho medio de 559+11,5nm, comum
indice de polidispersdo (PDI) de 0,18%+0,04 mostrando um tamanho
homogéneo para as microparticulas. O valor de polidispersdo deve ser,
preferencialmente, inferior a 0,20, para amostras homogéneas, ou seja com
baixa variagcdo de tamanho. Nesse caso ele foi 0,18 e portanto, corrobora a
homogeneidade da amostra. O uso de microparticulas poliméricas como uma
ferramenta para transporte de farmacos foi baseado na propriedade de
microencapsulacdo, presentes nessas particulas que possuem uma agdo
similar a um recipiente, induzindo a liberacdo mais lenta do farmaco e
aumentando assim a eficacia do tratamento.

A escolha do polimero também é um passo importante, pois o polimero
deve apresentar alta biodegradabilidade e biocompatibilidade. Nesse caso, a
escolha do PLA se motivou por esse motivo, além do mesmo apresentar
também pouco imunogenicidade, importante fator para o desenvolvimento de

nanoestruturas.
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Figura 26 - Tamanho médio e distribuicdo das MP-DTIC.
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Fonte: O Autor, 2017.

4.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Com o objetivo de obter informacbes relativas & forma das
microparticulas, foi realizada em microscépio eletrénico de varredura
(MEV). Esta técnica de caracterizacdo possui importancia na anéalise de
microesferas obtidas a partir de matrizes poliméricas, pois fornecem
informacOes acercada morfologia e do tamanho de tais dispositivos.

A anélise MEV corroborou com os achados do DLS e confirmou a
morfologia das microparticulas, que €é esférica. As imagens obtidas pelo
MEV (figura 24) demonstraram que as microesferas de PLA com o fdrmaco
Dacarbazina apresentaram uma morfologia esférica, tamanho em escala
micrométrica, e uma distribuicdo de diametros uniforme, e auséncia de
agregacao ou adesao.

A técnica de microencapsulacdo, seguida da evaporagcdo do solvente,
utilizadas neste trabalho, possibilitou a formacdo de microesferas com
diametros médios de 559nm, o que permite que as microparticulas de PLA,

possam ser utilizadas em diferentes vias de administracao.



Figura 27 - Imagem de MEV mostrando os diferentes tamanhos MP-DTIC
formadas durante a microencapsulagao.

2016/06/22 10:26 A D35 x400 200um

Fonte: O Autor, 2017.

Figura 28 - Imagem de MEV mostrando as MP-DTIC formadas apds a

microencapsulacdo com o tamanho mais frequente de 540nm.
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Fonte: O Autor, 2017.
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A confirmacdo da morfologia da microparticula de dacarbazina
possibilita algumas inferéncias analiticas importantes, em especial quando o
uso pretendido é o farmacéutico. Assim, considerando o diametro médio das
particulas de (559nm), obtidos tanto pelo DLS e confirmados pelo MEV, foi
calculado o volume médio da amostra.

O volume médio da amostra foi calculado utilizando-se geometria

espacial da circunferéncia, nesse caso, a formula

Figura 29 — Formula do volume da circunferéncia das particulas

V= volume
II= Constante PI

R= Raio da circunferéncia

No nosso caso:
V= 4/31 x 279,5°
V=0,0351pm?

Volume =%1 nr3

Fonte: O Autor, 2017.

Assim, considerando o volume da nossa circunferéncia média, e a
densidade do PLA (1.430 g-cm™®) foi estimado que o peso de uma Unica
particula fosse em torno de 50x107'°g. Assim, podemos presumir que 1 mg

da solugdo com MP-DTIC contém 10%° microparticulas de dacarbazina.

4.3 Processo de marcacdo com o *°MT¢

Todos os compostos (dacarbazina livre, microparticula vazia e MP-
DTIC) foram marcadas com sucesso com °°"Tc. A média da eficacia da

marcacdo foi superior a 99% em todos os casos (tabela 1).
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Tabelal- Eficacia do processo de rotulagem com “™Tc de Dacarbazina livre,

microparticulas vazias e MP-DTIC

Composto Eficacia marcacdo em até 6 horas
Dacarbazina livre 99,54 +0,5
Microparticula vazia 99,85 +0,7
MP-DTIC 99,76 +0,9

Fonte: O Autor, 2017.

4.4 Processo de marcacao com o Radio-223

O rendimento da marcacdo com ??®Ra foi de 70%. Embora este néo
seja um valor alto, ele indica a possibilidade de marcacdo com este
radionuclideo para uso terapéutico. Acredita-se que a facilidade de
desconexdo entre o radionuclideo e a microparticula exija o uso de uma
quimica mais fina, que serd usada em trabalhos posteriores.

O radio-223 é um emissor alfa almejado por ter como caracteristica
particular a emissdo de particulas alfa de alta energia e curto alcance
(<100pum) (NILSSON, 2015; YOSHIDA et al.,, 2016; SARTOR et al., 2016). A
radiacdo de particulas alfas induz principalmente rupturas de DNA da cadeia
dupla que resultam em um efeito citotoxico potente e altamente localizado
nas areas afetadas. A pequena area de acdo das particulas alfa também
propicia uma reducdo nos efeitos téxicos e minima agressdo aos tecidos
saudaveis (NILSSON, 2015; YOSHIDA et al., 2016; SARTOR et al., 2016).

4.5 Biodistribuicdo das MP-DTIC com tecnécio-99

O estudo de biodistribuicdo de farmacos é fundamental para definir a
aplicacdo do potencial de novos sistemas de distribuicdo, como as

microparticulas. Quando administradas por via retro-orbital, nosso objeto é
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visualizar a interacdo com os fluidos corporais, tecidos, depuragdo e se
atingem o alvo desejado.

No nosso experimento a biodistribuicdo em camundongos saudaveis €
demonstrada no grafico 1. Para comparar e compreender o comportamento
das microparticulas de dacarbazina em um sistema bioldgico, foram
executados testes de biodistribuicdo também em camundongos saudaveis
com as microparticulas vazias e o farmaco livre (apenas dacarbazina). Todos

sofreram o processo de marcagdo com *°™Tc.

Grafico 1 - A biodistribuicdo das MP-DTIC, microparticulas vazias e farmaco

livre em camundongos saudéaveis. Todos marcados com *°*™Tc
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Legenda: MP-DTIC (Azul Escuro), microparticulas vazias (Verde) e farmaco livre
(Azul Claro).
Fonte: O Autor, 2017.

Em todos os casos, a percentagem de absorcdo no cérebro foi
insignificante. As microparticulas vazias apresentaram uma absor¢do muito
baixa pelo estbmago, porém a captacdo do farmaco carregado e o farmaco

livre foram muito elevados, isto ocorre devido ao fato dacarbazina ser um
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farmaco citotoxico, classificado como um agente alquilante, agindo de forma
mais eficaz na eliminacdo de celulas que estdo se dividindo rapidamente.
Infelizmente, a quimioterapia ndo sabe diferenciar entre as células
cancerosas e as células normais de crescimento acelerado, tais como: as
células sanguineas, células da boca, do estdbmago, gastrointestinais, intestino
e os foliculos pilosos. Isso explica a alta presenca no estébmago e intestino
das MP-DTIC, como a dacarbazina livre e a quantidade quase desprezivel de
microparticulas.

Outro dado importante é a elevada captacdo da MP-DTIC no intestino
grosso. De acordo com Gavhane e Yadav (2012) o local ideal para a
absorcdo do farmaco é através das vilosidades da regido proximal ao
intestino delgado, de modo geral a alta presenca no intestino é uma evolucao
deste farmaco, quando comparado ao medicamento tradicional (dacarbazina
livre). E importante notar que a presenca de polimero nédo interfere neste
resultado, uma vez que a absorcdo da microparticula vazia € muito baixa no
intestino. Outro ponto crucial é a captacdo pelos rins. Onde é possivel
observar que as MP-DTIC mostraram uma baixa captagdo pelos rins quando
comparando com a dacarbazina livre e as microparticulas vazias. Isso
significa que a microparticulas carregadas (com dacarbazina) possui uma
depuracdo renal, contudo com uma taxa mais baixa do que a farmaco livre.

Este resultado é corroborado pelos dados encontrados no sangue, onde
as microparticulas de dacarbazina apresentaram uma alta captacdo,
demonstrando que o sistema de administracdo de farmacos (microparticulas
de dacarbazina) tem uma afinidade por proteinas do sangue, provavelmente a
albumina, elevando o tempo de transicdo pelo sistema, e sucessivamente uma
depuracéo renal reduzida. Esta € uma caracteristica adquirida desejavel, uma
vez que um dos principais objetivos para o uso das microparticulas é o
desenvolvimento de um sistema de distribuicdo sustentdvel ou longa
duracdo. Também é importante notar que a dacarbazina identificada no
figado e baco foi bem reduzida, consequentemente, a eliminacdo pelo
sistema fagocitico mononuclear foi evitada, caracteristica esta também
desejavel em um sistema de administracdo de farmacos baseado em

nanotecnologia.
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A biodistribuicdo em animais induzidos (Grafico 2) mostrou que as
microparticulas sdo capazes de atingir o tumor (lesdo) com uma dose total de
Y 0,019uCi (20%) do total administrado. Estd é uma dose mais do que
necessaria para o SPECT (tomografia computadorizada de emissdo de foton
unico) por se tratar de uma técnica ndo invasiva, poderd ser usado como um
meétodo alternativo para o diagndstico de melanoma metastatico. Os
resultados confirmaram a alta captacdo pelo intestino (delgado e grosso) e
estbmago. Nesse caso, diferentemente dos camundongos saudaveis,
acreditamos que ocorreu devido ao fato de que metadstase para o
gastrointestinal (GI) é um das mais comuns malignidades relacionadas ao
melanoma maligno metastatico para (Lianget al, 2006). Assim, a presenca
tanto no intestino como no estdmago é justificada.

A captacdo realizada pelo foi ligeiramente superior ao dos
camundongos saudaveis, também explicado pelo fato do figado ser outro
sitio de acdo primaria das metastases, a explicacdo da presenca de um tumor
de atividade hepatica é totalmente plausivel, como consequéncia, o aumento
da captacdo no drgdo. Novamente, a baixa captacdo pelo baco confirma o
ndo reconhecido pelo sistema fagocitico mononuclear das microparticulas. A
alta presenga de captacdo no sangue corrobora novamente que as
microparticulas devem ter uma elevada afinidade pela albumina, aumentando
o tempo de circulacdo. Podemos observar também, que a absorcdo realizada
pelo cérebro permanece insignificante e o eliminacdo foi a mesmo que nos

animais saudaveis.

Grafico 2 - Perfil de biodistribuicdo em camundongos induzidos com as
MP-DTIC.
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Os dados da imagem SPECT (figura 30) demonstraram o uso potencial
da particula para imagens em animais induzidos com melanoma. Mesmo em
doses relativamente baixas (3,7 MBq) foi possivel a identificacdo da lesao

em imagem.

Figura 30 — Imagem SPECT do camundongo

Legenda: (A) Imagem planar de todo o corpo do animal e (B) Imagem plana
somente da lesdo com tumor induzido.
Fonte: O Autor, 2017.

4.6 Citotoxicidade

Os resultados da citotoxicidade (Grafico 3) mostraram que as MP-
DTIC ndo teve efeito citotéxico, as células MV3 apresentaram indices de
sobrevivéncia proximos ao de 100%. Esse resultado era esperado, porque a
quantidade de dacarbazina utilizada para a producdo de microparticulas foi
bem reduzida do que em relacdo ao usado no tratamento convencional.
Também é um resultado desejavel, uma vez que esta microparticula possui

fins de uma ferramenta diagndstica.



Grafico 3 - Resultado da citotoxicidade das microparticulas em células
MV3, demostrando a seguranca das MP-DTIC para o uso em
diagnéstico.
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Fonte: O Autor, 2017.
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CONCLUSAO

Nos ultimos anos o desenvolvimento de novas abordagens, tanto
terapéuticas como diagnosticas, tem se intensificado com o objetivo de um
diagndstico precoce e um tratamento mais especifico as células cancerigenas
e menores danos as células normais. Portanto, torna-se extremamente
importante o desenvolvimento de uma tecnologia especifica, sensivel e
confidavel que permita a realizagdo do diagnostico precoce e preciso. Neste
perfil, encontram-se a nanotecnologia como uma ferramenta significativa no
arsenal terapéutico no combate ao cancer.

A técnica de dupla emulsdo, utilizada neste trabalho, possibilitou a
obtencdo de microparticulas de PLA com alta eficiéncia de encapsulacdo do
quimioterapico dacarbazina. A analise das imagens de microscopia
eletrébnica de varredura (MEV), demonstra que as microparticulas
apresentaram morfologia esférica, tamanho em escala micrométrica e baixa
distribuicdo de didmetros. Esta apresentacdo de microesferas pode ser
utilizada em estudos in vivo, visando aplicacdes em diferentes rotas de
administracao.

Houve sucesso nos resultados da biodistribuicdo, com a marcacdo com
MTc  demonstraram que as microparticulas de dacarbazina podem ser
utilizadas associadas ao SPECT como um radiofarmaco para o diagnéstico de
melanoma metastatico, futuramente podera ser usada como uma técnica
alternativa ndo invasiva. Porém, resultados confirmaram a alta captacdo pelo
intestino e estdbmago, para outros estudos, testar outros polimeros, a fim de
tentar reduzir a absorcgdo pelo trato gastrointestinal.

Os resultados com radio-223 também foram bem promissores,
demonstraram o uso com seguro do radiofarmaco para uso em terapia.
Porém, devemos reforcar que estudos futuros sdo necessarios para
aprofundar quanto os efeitos toxicoldgicos e para confirmar a seguranca e

adequacdao do deste complexo para terapia.
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ABSTRACT
Purpose The purpose of this article was to develop, charac-
terize and test (inwie) dacarbazine miooparticles that may be

Conclusion The planar image and the posible labeling with
Fa-223, corroborates the use as a theragnostic agent for m-
aging and therapy of Metastatic Medanoma.

labeled with ¥9mTe and Ba-223 for both use: diagnostic and
therapy of metastatc melanoma,
Methods We developed by double emulsion solvent evapo-

KEY WORDS cancer - nudear medidne - microparticks -

ration methodalogy the micropartide. The characterization  —00P Brraceubicls

has heen done usng, Dyvnamic Light Scattering (DLS) and

Scanning Electron Microscopy (SEM). The labeling with

9mTe and Ra-223 has been done by the direct labeling  ABBREVIATIONS

process. Also the formulation has been tested pre-chinically  ¥mE Technetivm 99 metastable
using Balb/c mice inducted with melanoma, perdforming the 4227 Actinium 227

the hindismibution and planar imaging. Cytotoadcity evalua-  ALM Acral Lentiginous Melanoma
tion was ako done in M3 V oell line, In order to understand G Curie

the safety aspects of the microparticles, microbiclogical gudy  DLS Dynamic Light Scattering
{endotoxin and sterility) has been done. Finally, planar imag- DMEM  Dulbeoco's Modified Eagle's Medium
ing was performed to evaluate the diagnosing aspect. OTIZ  Decarhazine

Results The results showed that a 559 nm microparticleswas EDTA  Ethylenediamine tetraacetic acid
ohtained with a spherical shape. The labeling process with ~ FBS Fetal Bovine Serum

YmTc reached over 9% of efficacy. On the other hand, HEPES  4-{3-hydroxyethyl)-1-

the labeling process with Ra-225 showed a 70% efficacy. piperazinecthaneailfonic acd)
The resultsin inducted animak demomstrated that the mioo- HIL-2  interdeukin-2

partides were ahle to reach the tumor with a high rate (20%%). LAL Limulus Amebocyte Lysate

Alsn demonstrated a low recognition by the Mononuclear  LMM Lentigo Malignant Melanoma
Phagocytic System. The cytotosdcity and the microbiological — MBq Mega Becquerel

control, corroborates the safety aspect of these microparticlkes. MM Metastatic melanoma
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microparticle, loaded micropartide with dacarbazine and free
dacarhazine), were incubated with the 99mTe reduced solu-
tion for another 10 min.

Quality Control of the Labeling Process

In order to characenze the labeled compounds {(empty mi-
croparticle, lnaded micopartide with dacarbazine and free
dacarbazine), paper chromatography was made using
Whatman paper n* 1. The paper chromatography was per-
formed using 2 pL of the hbeled-compound, and acetone
(Sigma-Aldrich) as mobile phas. The radicactivity of the
strips was verified in & gamma counter (Perkin Elmer

Wizard® 2470, Shekon, CT City, State).

Stability

In order to characterize the stability of the labeled micropar-
ticle bhaded with dacarbazine, paper chromatography was
made uzsing Whatman paper n® | in 5 different times
(0,1,2.4 and & h}. Before cach performance of paper chroma-
tography the labeled microparticle were left in a solution of
MNaCl (0,9 by the time expresed zbove. The paper chro-
matography was performed using 2 pL of the labeled-
The radicactivity of the strips was verified in a gamma counter
{Perkin Elmer Wizard® 2470, Shelton, CT City, State).

Labeling with Radium 223
Preparation of 223Ra Stock Solution

Aged 227Acsmree in equilibrium with its decay products was
used for the preparation of 223Ra sock {Amersham, TTK),
using the Dowe-1 9 8 resin (Sigma-Aldrich, Czech Republic)
(24). Shortly, the vial with dry 227 Ac source was washed with
600 pL. of 1 M HNOS and the obtained 116 soluton was
mixed with 34 mL of methanol and loaded on a 10 cm glass
disposmable column (Sigma-Aldrich, Czech republic) lnaded
with approe. 2 g (wet weight) of Dowex-1 98 resm. The gras-
itational force elition of 223 Ba was performed with a mixture
of 0L.7 M HNOS and 8074 methanal. The collected chiate was
evaporated to dryness on a rotary vaomm evaparator and
reconstituted in | mbL of | M HNO3. The 227Ac/
223Ra generator was milked every 2 weeks, The final
225Ra stock solution activity was approximately | MBq
(aV 126 = | MBq/mL).

Preparation of Ra-223 Lobeled Docorbazine Micropartides
Approxdmately 300 ul Ba-225 stodk solution (pH adjusted to

10 with aqueous ammonia) was added to 300 pL of
dacarbazine microparticles and reaction mixtures were

&) Springer

vortex-shaken during | h at laboratory temperature,
223Ra-dacarbazine microparticles were centrifuged
20 min at 5MW rpm speed) and the supematant was
removed. 2235Ra- dacarbazine microparticle were
washed again with ultrapure water and finally left in

500 pl. water suspension.

In Vivo Analysis
Tumor Xenograft Models

SK-MEL-57 cells (Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center, N. Y., USA) were cultured in RPMI (Gibeo,
Life technologies, MD, TUSA) supplemented with 107
of fetal bovine serum (Gibeo, Life technologies, MD,
USA) and 50 pg/ml of gentamicin {Gibco, Life tech-
nologies, MD, USA) Mycoplasma contamination in cul-
tmred cells was excluded using Lonza Mycoplasma
Detection Kit.

Tumors were estahlizhed by subcutaneous {a) injection of
L 10¥ SE-MEL-57 celk at the rght flank of cight-week-old
female Balb/c nude mice. Tumor 3ze was monitored for
3 wecks and measured by a caliper. Mice were observed three
times per week for evidence of distress, ascites, paralyss or
excesive waght loss.

Evaluation of the biodistribution (Fig. 1) was made with 3
groups using healthy mice: a) Control Group using empty
microparticles (r = ), b} Intervention Group using loaded
microparticles with dacarbazine (n = 6) and ¢} Positive
Control Group using free dacarbazine (n = 6), and |
group using inducted mice with metagatic melanoma: a)
Microparticle Loaded with Dacarbazine as descrbed in
Fig. 1. All labeled with @9mTe. Mice were anesthetized
with mix solution of [(F% Ketamine and 2% Xylazine in
volume of 15 pL and administered intramuscularly
(thigh). The 4 compounds (3.7 MBg in volume of
0.2 mL) were administered by retro-orbital via, All the
groups were sacrificed by asphyxiation using a carbon
diodde gas chamber after two hours (120 min) of radic-
compound admimstration. Organs (hrain, lings, kidneys,
somach, small and large intestine, bladder, heart, blood
pool and tumor) were removed, weighted and the acthaty
in each organ and blood was counted by a gamma coun-
ter (Perkin Elmer Wizard® 2470). The results were
expressed as uCiper organ. This study and the animal
procedures were approved by the University of
Pernambuco Ethics Committee, under the mumber:
23,076,020,578,201,327. All animal experiments were
done in accordance with the regulatons and guidelines
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of Brazilian Law for animal experments (Law number
11.794/2008 and Decree 6.899/2004),

Planar [maging

Planar images were obtained 90 min after retro-orhital injec-
tion of the ™ Tc-Dacarbarine microparticles (2.7 MBq in
(.5 mLjin one mice, integrating for 5 min radiation counts
centered at 140 KeV, with a Milenium Gamma Camera
(GE Healthcare, Cleveland, USA)using a 15% window.

Cytotoxicity Assay

MV3 human melanoma cells, obtained from Dr. C.
Mardenkrwicz (Temple University Center for Meurovrology
and Cancer Biology, PA, TI8A), were cultured in DMEM,
enriched with 1074 FBS, 5.7 g/L sodium bicarbonate, 5.2 g/L
HEPES, (1.5 U/mL penicillin, and 0.5 mg/mlL streptoneycin at
5700/ 5% CO2. After reaching confluence, oells were detached
by a boief treatment with 0.1 %00 1% trypan/EDTA, collected
by centrifugation, re-sispended in fresh 10F% FBS medium
DMEM and calrred {104 cells Awell) on S6-wed] flat plates, over-
night. After that, celk were treated with micopartides loaded
with Dacarbazine (0.1-10 pg/ml} in fresh 1% FBS medium
DMEM, at 37°C in humidified 5% COZ2 Afier 72 h, MIT
assay was performed as previously desoibed (25) Briefly, oells
were inmihated with MTT (1 mg/ ml in 1% FBS DMEM, in
the dark at 37°C, for 2 h, allewing MTT be reduced to frrmazan
cnstak by vishle celk The formazan orystals formed were dis-
sobved in isopropanol for 30 min and the optcal densttometry
obtained 1sing a micoplate reader (BIO-RAD) with 570 nm
filter. For calmulation, & sandard curve was bullt udng increasdng

PP e

& haaliby mage & heahhy mige mducted mice

mncentrations of adhered MVS oells (1035 x 104 cells/ welly
auured overnight at 370C in 5% CO2 atmosphere, to perform
The MTT assay as describerd. Bealts are shown as percentage of
oontrol, of two independent experiments perfbrmed in triplicate.

Baocterial Endotoxins Test

Water for injection; Essheicfia mfi standard endotosdn (Endosafe
TM, ot NO: EX 64062); disposmble polypropylene pipet tips
LAL reagent (Limulis Amebocyte Lysate) (Endosafe TM, lot
N HIMILE pyrogen-free test tubes (10 mm x 75 mm;
18 mm x 150 mm); graduated pipettes; automatic pipette
{Brand®, Transerpette); Minishaker (le-WorksE); drying oven
iNova Etica); heated ultrasonic bath (Ultrasonic Cleaner,
Unique)

All matenialsused were submutted to dry heat (2507 C) The
LAL reagent and the endotoxin standard lyophilized were
gored in cold temperatires between 2 and 8° C, acording
the label before use. The LAL reagent was solubilized in water
for njection, according to the manufacirer’s spedfications.
Senal dilutions prior to use confirmed a LAL dot sensitivity of
(1125 EU/mL. Standard endotoxin solution was prepared
according with the specifications in the label preparation,
usng water for injection & a diluent.

Samples of dacarbazine miooparticles were prepared
in water for injectable and serial dilutions have been
carried out using the same solvent to obtain 0.52 ELT/
mL.
dance to the General Chapter <85> Bacterial Endotoxins
Test of the United States Pharmacopeia (USP 39,

&) Springer
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Sterility Test

Trypticase soy broth (TSB) (DifooTM); trypticase soy agar
(TSA) (DifcoTM); trypticase soy agar (DifcoTM);
thinglycollate medium (Oxoid TM); petri dishes Interlab
TM); laminar flow cabhinet (Veco do Brasil Ind. Com.
Equipamentos Lida®; Biosafe Plus Clase II Tipo B2); anto-
clave (Sercond; HSI 0101); pH-meter (Micronal®, B474);
colony counter (Phoenix®, CPO00 Plus); automatic pipette
(MLA®); laboratory incubator (Fanem®; 347-CDj; semi-
analytical balance (Gehaka®; BG 1O,
Pharmacopeia, General Chapter <7 1> Sterility tests, was ap-
plied. The dacarbazine microparticle samples were directly
transferred aseptically into media to access presence of any
viahle organim. The test was performed in duplicate.

RESULTS AND DISCUSSION
Dacarbazine Microparticle Mean Sze Asesment

Dacarbazine MPs presented a mean sze of 559 £ 11.5 nm,
with a PDI of 0.18 £ 0.04 showing homogeneos size for the
microparticle (Fig. 2). The s of polymer microparticle as a
tool for drug debvery was based in the property of acting as
depots, leading to the dow release of the drug and thereby
enhancing the efficacy of the reatment. It is also important
that the polymer hiodegradability and hicoompatibdity with
the body, avoiding cytotoxicity was planned. The low value of
PDI corroborates the homogeneity of the microparticles

Scanning Electron Microscopy (SEM)

The SEM analysiz corroborated the DLS findings and con-
firmed the morphology of the microparticles, as spheral.
Considering the average diameter of the microparticles
(559 nm) which corresponds to a volume of 0,035 ||ru'|:1"'r as
suming the sphencal shape of the microparticle, the arcum-
ference eq. (4/3xr") and the density of the PLA (1430 g
em™ ™), we estimated that the weight of one dngle microparti-
cle was about 50.107"" g Hence, we assumed that in | mg of

FAg.2 Dacabarde MPsmean s 2

and sre CENDUOn

Wolume (Percent]
— -
& din

w

-
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the solution of the dacarbazine microparticks, we have 10"
" dacarhazine micoparticles Figs. 5 and 4),

Labelling with 99mTc

All the compounds (free dacarbazine, empty micropartide
and loaded micopartides with d acarhazine) were sucoessfully
keheled with 99mTe. The average oflabeling efficacy was over
9% in all cases {Table 1).

Seability

The stahility of the labeling process from the dacarbazine
microparticle with the #mTe was checked and the vahies
are expresed in Table 2,

Is posable to observe that after 6 h the % Tc 15 s0ll la-
beled with the dacarbazine microparticle, cormoborating its
stahility.

Labeling with 223Ra

Although the results ohtaned from Ba-225 showed the possi-
bility of labeling with this radionudide for therapy (70% yield
radiolabeling), the low stabdity of this labeling process (after 3
washes the radiccomplex reduced this value to almost 50F)
mggesting that structural modifications of the dacarbazine-
microparticles would be needed for stable therapeutically my-
dide labeling. But is a promising field that will be exploited in
future studies

Biedistribution

The hiodistnbution in healthy mice is showed in Fig. 5. In
order to compare and understand the behavior of the
dacarbazine micropartides in a biological system, was also
made the hiodisoibution in healthy mice of the empty micro-
particles and the free drug (dacarbazine solely), all labeled
with #9mTe.

In all the cases the percentage uptakes in hram were negli-
gible. The empty microparticles showed a very low uptake by
the stomach, however the uptake of the lnaded and the free
drugwere very high, this occur due the fact that dacarbazine &

b
0 00
Sge (¢ rm)

-
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POLADACAR HOUE0ET TG A DIS 400 200 um
FAg. 3 Samwning Bectron Mioroscopy (SEM) performeed in 2 Hitach 3000
equrment showing e diferent sres of e mcropatides of dacshazine
formed during fhe microencapauiaion

a cel-cyde nonspeafic chemotherapy dg, dasified as an
alkylating agent, acting most efficiently in cells that are rapidly
dividing. Unformunately, chemotherapeutics classfied as oclk
cycle non-spedfic do not know the difference between the
cancerous oells and the normal cells, The “normal ™ cells most
commonly affeded by these drugs are blood cells, the cells in
the mouth, stomach and the gastroin testinal tract and bowel,
and the hair follicles, as stated by the law of Bergonie
Tribondean. This explains the high presenoe in stomach and
intestine of the micopartides loaded with dacarbazine and
the free dacarbazine when compared with the empty
micropartcles

Iz important to notice that the presence of polymer does
not interfere in this resl, since the uptake of the empty

&N MENAIF 5
Fig.4 Scanning Bectron Mmyﬁm}mwmdhmm-
paricies formed afier micoenapaulton of the dacarberine and the most
frequent size of micropantches in a range of 540 nm

4% R

Bble | By of the Labelng process with $9mkc Free Darbazine,
Emgty Micropertide and Loaded microparides with Dacarbazine

Compowsmd Eficacy of ebeing at &
Free Dacartazine 95405
Empty Momopanticle B =07

Leaded Micropartiche with Dacarbazine FIex07

presence of the empty microparticles in the lidneys cannot be
well explained, however it has been observed before by
Steinbacher o al (26).

Iz possible to observe that dacarbazine microparticles
showed a low uptake by the ldneys when comparing with
the free dacarbazine and the empty microparticles. This result
may be explained by two theones |- The loaded micoparti-
des may show a different excretion route fenterohe patic via)
and 2- the loaded microparticles due to its gze and affinity for
bilpod constiments may reach the GI tract easier than the free
dacarbazine or the empty microparticles (27). The first theory
seems to be confirmed by the reaalt from the empty mioopar-
ticlks biodistibution, So, the most probable explanation &
that the loaded micopartides may reach the GI tract casier.

An important data & the findings in blood, where the
dacarhazine microparticles showed a high uptake, meaning
that the drg delivery has a high affinity for blood protems
especially the albumin. This is quite desirable once one of the
main goak in the use of the microparticles is the long-lasting
dreulating delivery system, which has been achieved in this
casr. Is also important to notice that the uptake of the micro-
particles loaded with dacarbazine by bver and spleen were
lower than the free dacarhazine, and consequently the rapid
dearanoe by the mononuclear phagnoytic system (MPS) was
avoided, as desirable for drug delivery system based on
nanotechnology.
that the loaded microparticles were able to reach the metasta-
tic melanoma (lesion) with a total dose of 0,01 %Ci {20%%) of
the total dose administered. This amount is more than suffi-
dent to perform an SPECT (Single Photon Emission
Computed Tomography) and may be a non-invasive, alterna-
tive method for dizgnosing metastatic melanoma. Ako, the

Table 2 Perenig of

Labeled Miarparidecair Time () Labeing (3)

Pecending dwamangrams

o ™ Compared with 0 ¥376=05

Fee Rorsdnetae | ond + 09

(METTRONT) 2 59+ 08
4 FBF =05
é 5= 07
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total amount of lnaded microparticles that reached the meta-
static melanoma confirms that loaded microparticles labeled
with Ba-223 may be used as therapeutic camier for alpha-

The results confirmed the high uptake by the intestine
{small and large) and gomach. Inthis case, the possible epla-
nation is the excretion via and the cell-cycle non-specific
mechanizm (both explained above). Another explanation
may be given by Liang o al. (28] According to the authors,
differently of the healthy mice in the inducted mice with ma-
lignant melanoma early and impalpable metastases nto the
gastromntesinal (G ract may be the responsible for the up-
take, considering that GI tract is the most common site for
metastazes. The uptake by the liver was shghtly higher than in
the healthy mice. This is explained by the fact that diring a
cancer disease all the hepatic function is highly actvated and
as a consequence the uptake may be also very high.
Mevertheles the size of the micropartides ako facilitates itz
uptake by the liver. However, the low uptake by the spleen
confirms the non recognition by the MPS (monomuclear

7.0E-02
B.0E-02
B.0E-02
4.0E-02
3.0E-02
2.0E-02 I
1.0E-02

0uDE

+00
1o g &

blrod comoborates that the micropartdes must have a high
affinity by the albumin, increasng the circulating tme, Iz also
mpaortant to notice that the uptake by the brain remains neg-
bgihle and the renal dearance was the same as in the healthy
animals comrohborating that due the size thess microparticles
should have enterohepatic excretion.

The data from plnar image (Fig. 7) demonstrated the
potential use of the microparticles for imaging mdanoma in
nducted animals.

Cytotoxiciy

The results of the cytotoxddty in M3 V cells Fig. 7) showed
that the Microparticde loaded with Dacarhazine have non-
oytotoidty effect. This result was expected since the amount
of dacarbazine used for the producion of microparticle was
miuch lower (less than 10P% of the therapeutic dose). So, the
observed effect will be exclusvely due to the microparticle-
asanciated radionudides and not due the microparticle itself
[Fig. 8.
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& (0.125 BEW/mL)
0 EWmL 0.52 ELiml
Dacarbazine Microparticle
Puositive Control
MNegative Control

Fg. 7 aFiowre of fe nduced mice showing the Lemor growth in the
molge nght thigh misde b Planar image of fe whole body of the mice
and e planar image of the estised esion showing fe repula upke of the
aheler] micopartiches.

Bacterial Endotoxins Test

After the incubation time, no growth was observed, as

expresed in Fig. 9.
Sterlity Test

The result was negative for hacterial growth as expressed in
Fig. 10,

In both cases the production under pharmacentical condi-
tions and the labeling process did not contaminate the formu-
lation. These results confirm the possibility of use this meth-
odology to produce microradiopharmaceutical as kit for in
house labeling at radiopharmacies.

Condusion

The results showed that the dacarbazine micropartides may
be naed as SPECT miooradiopharmaceutical labeled with
Wi Tc for diagnosing metastatic melanoma as an altermative,
noninvasive technique. Ako showed the posibility to label
with Ra-223, endowing this microparticles of therapeutic
properties, eqpedally for alpha-therapy. The safety of this

MV3 Cell
120+
| 100 = - = = =
3| =
E| eof
(5]
HIE S
[&]
0
] 0.1 1 3 10
Decarbarine (pg/ml)

FAg. 8 Cyotoacty resuit of the micropariides loaded with damrbazine,
showving the saflaty for use

Positive control was microbiological solution with E. coli

Megative Control: sterile water
Legend: Green: no clot formation and Red: clot formation

Fig. § Limuus Amebocyte Lysae reqult from the Dacartarne rmcroparicie.
Pesitve: controd wis. mecrobolopal soluton with £ aoll,. Negatve Control:
sienie water. Legand: Grean: no dot emnation and Red: dat fomation

microradiopharmaceutical was cormmoborated by the oytotox-
icity and the microbiological test. In the view of all data col-
lected in this study we believe that this mioropartide is 2 prom-

sing theragnostic agent for mestastatic melanoma.
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