Simone Karst Passos

Terapia fotodinimica com acido S5-amino-levulinico
em nanoemulsio no tratamento de queratoses actinicas

e cancer de pele nao melanoma: estudo clinico

Tese submetida a Faculdade de Medidina
da Universidade de Brasilia para a

obtengao do titulo de Doutor em Ciéncias

Orientadora: Profa. Dra. Zulmira Guerrero Marques Lacava

Co-orientador: Prof. Dr. Antonio Claudio Tedesco

Brasilia - DF
2012



Indice

Lista de abreviaturas
Lista de figuras
Lista de tabelas
Resumo
Abstract
1. Introducio
1.1 Fatores de risco do cancer de pele ndo melanoma (CPNM)
1.2 Carcinoma basocelular (CBC)
1.3 Doenga de Bowen — carcinoma epidermoide in situ grau III
1.4 Queratose actinica (QA)
1.5 Campo de cancerizacio
1.6 Tratamento do cancer de pele ndo melanoma e do campo de cancerizagdo
1.7 Terapia Fotodinamica (TFD)
1.7.1 A reacdo fotodinamica
1.7.2 Mecanismo de acdo da reagdo fotodindmica
1.7.3 Fontes de luz
1.7.4 Substancias fotossensibilizantes (FS)
1.8 Situacdo atual da TFD na oncologia cutanea
1.9 Nanotecnologia
2. Objetivos
3. Metodologia
Parte I - Lesdes localizadas
3.1 Pacientes
3.2 Farmaco fotossensivel (pro-farmaco)
3.3 Equipamento eletromagnético: Fonte de Luz
3.4 Fluorescéncia
3.5 Protocolo de procedimento
3.5.1 Avaliagdo da cura
3.5.2 Avaliagdo da dor
3.5.3 Avaliagdo de outros efeitos adversos
3.5.4 Avaliagdo do resultado estético

3.6 Analise Estatistica

[u—

O© N »n bk~ W

vii



Parte II — Campo de cancerizacio
3.7 Pacientes
3.8 Féarmacos fotossensiveis
3.9 Procedimento
3.10 Analise do campo de cancerizagdo pelo Software
3.11 Analise estatistica

4 . Resultados
4.1 Caracterizagdo da amostra NanoALA

Parte I — Terapia fotodindmica nas lesdes localizadas
4.2 A amostra NanoALA e intensidade de fluorescéncia
4.3 Caracterizacdo da amostra de pacientes e das lesdes tratadas
4.4 Eficacia da NanoALA-TFD nos pacientes
4.5 Eficacia da NanoALA-TFD nas lesoes

4.6 Caracterizagdo da amostra das lesdes de acordo com o tipo de lesdo
diagnosticada (QA, CBC, DB) e protocolo usado (P1, P2,P3)
4.7 Eficacia da NanoALA-TFD de acordo com o tempo de oclusdo e fontes de luz

4.8 Avaliagao estética

4.9 Cura clinica em pacientes com queratoses actinicas (QA)

4.10 Eficacia e localizagao das lesoes

4.11 Cura Clinica em pacientes com carcinoma basocelular superficial

4.12 Cura clinica de Carcinoma Basocelular e Doenca de Bowen segundo periodo de
oclusdo, fontes de luz,protocolos e localizagdo
4.13 Resposta clinica da Doenga de Bowen ap6s NanoALA-TFD

4.14 NanoALA-TFD e intensidade de dor
4.15 Intensidade de dor localizadas na face segundo tempo de oclusdo e fontes de luz
4.16 Intensidade de dor na primeira e segunda sessdes
4.17 Outros efeitos colaterais
Parte II - TFD e Campo de Canceriza¢do
5 . Discussao
Parte I - Lesoes localizadas
Parte II - Campo de cancerizacao
6. Conclusio

7. Referéncias Bibliograficas

viii
38
38
38
39
40
40
41
42
44
44
45
46
46
48

49
51
52
54
55
57

60
64
67
67
69
71
78
79
96
102
104



ALA
ALA-TFD
BRF-200

CBC

CBCs

CC

CPNM

DB

LED

MAL
MAL-TFD
NanoALA
NanoALA-TFD

QA
Spot

Spot PDT

Spot RED
TFD

uv

UVA
UVB

ix
Lista de Abreviaturas

acido 5 aminolevulinico

terapia fotodinamica realizada com 4cido 5 aminolevulinico

acido 5 aminolevulinico em nanoemulsdo a 10% desenvolvido na
Alemanha

carcinoma basocelular

carcinoma basocelular superficial

campo de cancerizacdo

cancer de pele ndo melanoma

doencga de Bowen

luz emitida por diodo

metilaminolevulinato (Metvix®)

terapia fotodindmica realizada com metilaminolevulinato

acido 5 aminolevulinico em nanoemulsao a 20%

terapia fotodindmica realizada com 4cido 5 aminolevulinico em
nanoemulsao a 20%

queratose actinica ou ceratose actinica

cabeca aplicadora com luz emitida por diodo do aparelho Multiwaves,
INDUSTRA- Brasil

cabeca aplicadora com luz emitida por diodo para “photodinamic
therapy”

cabeca aplicadora com luz emitida por diodo da cor vermelha “RED
terapia fotodindmica

radiacdo ultravioleta

radiagdo ultravioleta A

radiagdo ultravioleta B



Figura 1.1
Figura 1.2
Figura 1.3
Figura 1.4
Figura 1.5
Figura 3.1
Figura 4.1

Figura 4.2

Figura 4.3

Figura 4.4

Figura 4.5

Figura 4.6

Figura 4.7

Figura 4.8

Figura 4.9

Figura 4.10

Figura 4.11

Figura 4.12
Figura 4.13
Figura 4.14

Figura 4.15

Lista de Figuras
Efeito da irradiacdo da luz no fotossensibilizante dentro das células
Biossintese do grupo heme
Modo de agdo da terapia fotodinamica
Propagacdo da luz através dos tecidos
Espectro de absor¢do da PpIX
Fluxograma da metodologia utilizada
Caracterizagdo da NanoALA

Demonstragdo da intensidade da fluorescéncia em uma lesdo de
carcinoma basocelular superficial ap6s 4 hs de oclusdo com NanoALA

Representacdo da cura por paciente com 3 e 12 meses de seguimento para
todos os diagnosticos

Representacdo da cura com 3 e 12 meses de acordo com todas as lesdes e
com cada diagnostico

Estimativas de cura para os grupos 3(P2 +P3) e 4 horas de oclusdo (P1)

Carcinoma basocelular superficial em paciente de 80 anos, tratado com
NanoALA-TFD

Doenga de Bowen bilateral, compromentendo areas extensas em regides
massetéricas direita e esquerda, tratada com NanoALA-TFD

Regides malar e massetérica direita em detalhe. A- Antes do tratamento.
B — Seis meses ap0s tratamento

Regides malar e massetérica esquerda em detalhe. A- Antes do
tratamento. B — Seis meses ap0s tratamento

Intensidade da dor em todas as lesdes para os periodos de 3 e 4 de
oclusdo

Intensidade da dor em todas as lesOes de acordo com a fontes de luz
utilizadas

Intensidade da dor em todas as lesdes de acordo com o diagndstico
Intensidade da dor para as localizagdes
Comparagdo do efeito de dor, por tipo de fonte de luz e localizacao

Intensidade da dor para as lesdes localizadas na face para os periodos de
3 e 4 horas de oclusdo

13

15

17

19

20

35

43

44

46

47

51

58

62

64

63

64

65

65

66

67

68



Figura 4.16

Figura 4.17

Figura 4.18

Figura 4.19

Figura 4.20

Figura 4.21

Figura 4.21

Intensidade da dor na face de acordo com a fontes de luz utilizadas

Sequéncia de imagens de fluorescéncia ao longo da sequéncia de 4
sessoes

Imagem digital tipica de area fluorescente da face do paciente enquanto
sob ilumina¢do de Wood lampada A e B, com a delimitacdo do poligono

Representacdo grafica da evolucdo das areas fluorescentes ao longo do
tempo

Paciente antes e 6 meses apos as 4 sessdes de NanoALA -TFD e MAL-
TFD. Figuras (A) —hemiface direita antes da MAL-TF; (B) 6 meses
apos; (C) —hemiface esquerda antes da MAL-TFD; (D) 6 meses apos

Paciente antes e 6 meses apos as 4 sessdes de NanoALA -TFD e MAL-
TFD

Detalhe do aspecto do dorso nasal direito e esquerdo antes e 6 meses
apos as 4 sessdes de NanoALA —TFD ( lado esquerdo) e MAL-TFD
(lado direito). Destaque para a melhora da pele da cicatriz e da pele
enxertada

68

72

73

74

76

77

77

xi



Tabela 1.1
Tabela 1.2

Tabela 3.1

Tabela 3.2

Tabela 4.1

Tabela 4.2

Tabela 4.3

Tabela 4.4

Tabela 4.5

Tabela 4.6

Tabela 4.7

Tabela 4.8

Tabela 4.9

Tabela 4.10

Tabela 4.11

Tabela 4.12

Lista de Tabelas
Fontes de luz utilizadas na terapia fotodinamica
Principais formula¢des do ALA

Especificagdes técnicas das cabecas aplicadoras (spots) do equipamento
eletronico gerador de luz

Descri¢ao dos protocolos de acordo com o tempo de oclusdo, tipo de
fonte de luz, irradidncia, fluéncia, tempo de exposi¢do e distdncia das
lampadas

Pardmetros fisico-quimicos de nanocdpsulas vazias (NC) e
nanocapsulas contendo ALA (NC-ALA)

Distribui¢@o dos pacientes de acordo com a idade e sexo e distribuig¢do
das lesdes de acordo com o diagnostico e localizagao

Resposta clinica ao NanoALA-TFD de todas as lesdes e de acordo com
o diagnéstico, e o seguimento de 3 e 12 meses .

Distribuicdo das lesdes dos pacientes de acordo com os protocolos
submetidos e o diagnostico

Frequéncia de cura de acordo com os tempos de oclusdo, e as fontes de
luz aos 3 meses apos TFD para todos os diagnosticos.

Frequéncia de cura de acordo com os tempos de oclusdo, e as fontes de
luz aos 12 meses apos TFD para todos os diagndsticos

Distribuig¢@o dos pacientes portadores de queratoses actinicas de acordo
com a idade, tipo de pele, e, das lesdes de acordo a distribui¢do nos
protocolos, localizagdo e tamanho.

Resposta clinica das queratoses actinicas a TFD no periodo de 3 meses
de acordo com cada protocolo € o correspondente valor do p (95% de
intervalo de confianca).

Resposta clinica das queratoses actinicas a TFD no periodo de 12 meses
de acordo com cada protocolo € o correspondente valor do p (95% de
intervalo de confianca

Resposta clinica das queratoses actinicas a TFD no periodo de 3 meses
de acordo de acordo com a localizagdo

Resposta clinica das queratoses actinicas a TFD no periodo de 12 meses
de acordo de acordo com a localizagdo

Distribui¢cdo dos pacientes portadores de CBCs de acordo com a idade,
tipo de pele, e, das lesdes de acordo a distribuicdo nos protocolos,
localizagdo e tamanho.

xii

21
24

34

36

43

45

48

49

50

50

52

53

54

54

55

56



Tabela 4.13

Tabela 4.14

Tabela 4.15

Tabela 4.16

Tabela 4.17

Tabela 4.18

Tabela 4.19

Resposta clinica das lesdes de CBCs e DB a NanoALA-TFD no periodo
de 3 meses de acordo com cada protocolo e o correspondente valor do p
(95% de intervalo de confiancga).

Resposta clinica das lesdes de CBCs e DB a NanoALA-TFD no periodo
de 12 meses de acordo com cada protocolo e o correspondente valor do
p (95% de intervalo de confianga)

Resposta clinica das lesdes CBCs e DB de acordo com a localizacdo
para o periodo de 3 meses de seguimento e o correspondente valor do p
(95% de intervalo de confianca).

Resposta clinica das lesdes CBCs e DB de acordo com a localizacao
para o periodo de 12 meses de seguimento e o correspondente valor do
p (95% de intervalo de confianga).

Distribuicdo dos pacientes portadores de doenga de Bowen de acordo
com a idade e sexo, e, das lesdes de acordo o diagndstico e localizacao.

Intensidade do edema das lesdes de acordo com a localizagdo, tempo de
oclusdo e fonte de luz

Intensidade do edema das lesdes de face logo apos e 1 semana depois
da primeira e segunda sessdes

xiil

57

59

59

60

61

70

70



RESUMO
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A terapia fotodindmica (TFD) hoje estd bem estabelecida como uma opgao
terapéutica para o cancer de pele ndo melanoma. Na tentativa de minimizar algumas das
limitagdes da TFD relativas a sua penetracdo na pele, uma nova formulacdo do
fotossensibilizante 4cido aminolevulinico (ALA) foi desenvolvida: uma nanoemulsio
(NanoALA) em que a concentragdo do ALA ¢ 20%. Foram dois os objetivos deste
estudo: 1) investigar a resposta terapéutica e a tolerabilidade a TFD realizada com
NanoALA (NanoALA-TFD) no tratamento das queratoses actinicas (QA), carcinoma
basocelular superficial (CBCs) e doenca de Bowen (DB); ii) realizar a avaliagdo
temporal das areas fluorescentes do campo de cancerizagdo (CC) da face de trés
pacientes, estudo intra-individuo, comparando, o NanoALA ao recomendado
metilaminolevulinato (MAL), usando um software especialmente desenvolvido para
esse proposito. Para atender ao primeiro objetivo, foram tratados 65 pacientes e 184
lesdes. O percentual de cura aos 3 e 12 meses foram de 95 e 86,5% para as QA (n=120),
91 e 97,3% para o CBCs (n=45) e 89,4% e 100% para a DB (n=19). O tempo de
oclusdo, fonte de luz, fluéncias, diagnostico e localizagdo ndo influenciaram na resposta
clinica aos 12 meses de seguimento. A dor foi significativamente mais intensa na face
quando comparada com os membros superiores e tronco. A NanoALA-TFD mostrou ser
eficaz e ter boa tolerabilidade no tratamento das QA, CBCs e DB, além de excelentes
resultados cosméticos. No que se refere ao segundo objetivo, com o software
desenvolvido, observou-se que as constantes de tempo de decaimento (meia-vida),
associada com a redu¢do da area gravada luminescente demonstraram que o MAL
apresentou meia-vida de 34,3 dias e o NanoALA, de 43,3 dias. Observou-se maior
difusdo (45%) e redugdo da area do campo de cancerizagdo ligeiramente mais elevada
(10%) durante a utilizagdo de NanoALA em vez de MAL. Esses resultados mostram
que NanoALA tem potencial para diagnosticar o campo de canceriza¢do, mas, devido
ao pequeno numero de pacientes (n=3), ndo ¢ possivel afirmar que apresenta resposta

clinica superior a do MAL no tratamento do CC.

Palavras chave: terapia fotodinamica, queratose actinica, carcinoma basocelular,
doengca de Bowen, cancer de pele ndo melanoma, campo de cancerizacdo, acido 5-

aminolevulinico, nanoemulsdo, metilaminolevulinato (MAL)
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Photodynamic therapy (PDT) is now well established as a treatment option for
nonmelanoma skin cancer. In an attempt to minimize some of the limitations of
PDT related to its penetration into the skin, a new formulation of the
photosensitizer aminolevulinic acid (ALA) has been developed: a nanoemulsion
(NanoALA) where the concentration of ALA is 20%. There were two objectives of
this study: i) to investigate the therapeutic response and tolerability of PDT
performed with NanoALA (NanoALA-PDT) in the treatment of actinic keratosis
(AKs), superficial basal cell carcinoma (BCC) and Bowen's disease (BD), ii) to
perform an evaluation of the temporal fluorescent areas of the field cancerization
(FC) of the face from 3 patients, an intra-individual study, comparing,
metilaminolevulinato (MAL) and NanoALA, using a software specially developed
for this purpose. To achieve the first objective, 65 patients and 184 lesions were
treated. The clearance rate at 3 and 12 months were 95% and 86.5% for AK(n =
120), 91 and 97.3% for BCC (n = 45) and 89.4% and 100% for BD (n = 19). The
occlusion time, light source, fluence, diagnosis, and location of lesions did not
influence the clinical response at 12 months follow-up. The pain was significantly
more intense in the face when compared to the upper limbs and trunk. The
NanoALA-PDT proved to be effective and had good tolerability in the treatment of
AK, BCC and BD, and excellent cosmetic results. For the second objective, with the
developed software, it was observed that the time constants of the decay (half-life)
associated with the reduction in luminescence recorded area showed that MAL had
a half-life of 34.3 days while NanoALA 43.3 days. There was a higher diffusion
(45%) and slightly higher reduction (10%) in the area of the field of cancerization
when using NanoALA instead of MAL. These results show that NanoALA has the
potential to diagnose the field cancerization, but due to the small number of
patients (n=3), it is not possible to state that NanoALA presents clinical response

higher than the MAL in the treatment of CC.

Keywords: photodynamic therapy, actinic keratosis, basal cell carcinoma, Bowen's
disease, non-melanoma skin cancer, field cancerization, 5-aminolevulinic acid,

nanoemulsion, methyl aminolevulinate (MAL)
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O cancer de pele ndo melanoma (CPNM), dentre todos os tipos de cancer, € o
que ocorre em maior nimero ¢ aquele cuja incidéncia mundial tem aumentado mais
rapidamente nas ultimas décadas (DIEPGEN & MAHLER, 2002; HOEY et al, 2007).
Um aumento anual de 3-8% na incidéncia do CPNM tem sido relatado desde 1960, em
todo o mundo (GREEN, 1992, GLASS & HOOVER, 1989). Segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA, 2012), em 2012, no Brasil, este tipo de cancer terd, tanto
para homens, quanto para mulheres, as maiores taxas de incidéncia, com estimativas de
134.170 novos casos. No momento atual, a regido Centro-Oeste apresenta maiores taxas
de incidéncia, sendo mais incidente nos homens (124/100 mil habitantes), seguido pela
regido Sul (80/100 mil). Nas mulheres, CPNM ¢ o mais frequente em todas as regioes,
exceto para a regido Sudeste onde ¢ o segundo em taxas de risco. Enquanto para a
regido Centro-Oeste o risco ¢ de 109/100 mil, na regido Sudeste ¢ de 91/100 mil
habitantes (INCA, 2012).

Para explicar o aumento de incidéncia relatado, fatores importantes estdo
relacionados ao aumento da exposi¢do solar devido a mudanga de habitos, o advento
dos transplantes e uso de novas drogas imunossupressoras (DIEPGEN & MAHLER,
2002; HOEY et al, 2007). Esta bem estabelecido que o dano solar a pele causado pela
radiacdo ultravioleta (UV) inclui um espectro de alteragdes que progridem do dano solar
a pele (fotodano) para queratoses actinicas (QA), carcinoma epidermoide in situ (CEC
in situ) também chamado de doenga de Bowen e, finalmente, para carcinoma
epidermoide cutaneo (CEC) invasivo (GLOGAU, 2000).

Como cancer de pele ndo melanoma (CPNM) sdo agrupados o carcinoma
basocelular (CBC) e o carcinoma epidermoide, também chamado espinocelular (CEC),
os quais representam cerca de 70% e 25%, respectivamente, de todos os canceres da
pele. O melanoma maligno corresponde a 4% e a frequéncia de 1% restante corresponde
as outras neoplasias cutdneas malignas (CASTRO et al, 1996; ALMEIDA & NAI,
2010). Embora agrupados como CPNM, os carcinomas CBC e CEC apresentam
diferencas em suas caracteristicas biologicas, etiopatogenia, evolucdo clinica e

estratégias de gestdo (MADAN, LEAR, SZEIMIES, 2010).



1.1 Fatores de risco do cincer de pele nio melanoma (CPNM)

O principal fator de risco para o CPNM ¢ a radiacdo ultravioleta (UV), incluindo
a exposicao terapéutica, UVA e UVB (Puvaterapia e Narrow Band). O dano ao DNA
causado pelo UV, constatado por meio de primeiras alteragdes moleculares, se inicia na
infancia. Em consequéncia da exposi¢ao cronica e prolongada ao longo da vida, ocorre
um acumulo de mutagdes que culminardo com fotoenvelhecimento, lesdes cutaneas pré-
cancerigenas, como as QA, e cancerigenas, como o CEC e CBC (SVOBODOVA,
WALTEROVA, VOSTALOVA, 2006).

Sdo dois os mecanismos pelos quais a UV agride a pele. O primeiro ¢ de forma
direta pela absorcdo dos cromoéforos da pele, especialmente os acidos nucleicos,
enquanto o segundo, de forma indireta, por fotossensibilizacdo. Na forma direta a
radiacdo ultravioleta B (UVB), a principal responsavel, causa dano diretamente ao DNA
celular. Na forma indireta, efetuada principalmente pela radia¢do ultravioleta A (UVA),
o dano ocorre por via indireta, por meio dos fotossensibilizantes endogenos/exdgenos
que absorvem a radiagao UV (SVOBODOVA, WALTEROVA, VOSTALOVA, 2006).

A exposi¢do cronica ao UVB causa danos ao DNA através da formacgdo de
dimeros e de fotoprodutos (RODUST et al, 2009). Esses dimeros sdo frequentemente
observados na mutacdao do gene P53 de CEC. Ja a radiacio UVA causa a geragdo de
radicais livres, como os radicais reativos de oxigénio (ROS). Ao longo dos anos, com a
exposicdes cronicas ocorre um acumulo de mutagdes e estresse oxidativo causando
inflamacdo, imunossupressdo, fotoenvelhecimento e carcinogénese (JONASON et al,
1996; TOREZAN, 2011). A agao sinérgica do UVA e UVB gera uma grande cascata de
eventos com infiltrado inflamatoério, aumento da produ¢do de prostaglandinas, liberagao
de vérias interleucinas, aumentado a produ¢do de ROS (JONASON et al, 1996;
TOREZAN, 2011). A prostaglandina PGE, induz a proliferacdo celular e inibe a
apoptose (SVOBODOVA, WALTEROVA, VOSTALOVA, 2006).

Uma vez induzida, a liberagdo de ROS ativa genes reguladores da producdo de
enzimas (RODUST et al, 2009; ROOS & KANIA,2006). Quando ativadas, as cascatas
enzimaticas contribuem para a liberacao de interleucinas e metaloproteinases da matriz
extracelular que sd3o responsaveis por mais inflamacdo, carcinogénese e

emvelhecimento cutaneo (ISSA et al, 2009).
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Embora a radiagdo UV seja o fator de risco mais importante para a patogénese
de ambos CBC e CEC, o efeito sobre o risco de CEC ¢ maior (KRICKER et al, 1995a).
A exposi¢do ao sol cumulativa ao longo da vida tem uma forte associacdo dose-resposta
com o CEC, enquanto que a exposi¢ao intermitente ao sol e durante a infincia parecem
ser mais importantes para o CBC (KRICKER et al, 1995b; ROSSO et al, 1996).

Outros fatores de risco importantes sdo as alteragdes genéticas, o fendtipo (pele
clara, fototipos I a IIl de Fitzpatrick (ver anexo 1), doengas hereditarias, doengas
inflamatorias, inflamac¢do cronica, imunossupressdo e agentes mutagénicos como
radiacoes ionizantes e arsénico (ROEWERT-HUBER, STOCKFLETH, KER, 2007;
STOCKFLETH & KERL, 2006; SIDOROFF & THALER, 2010).

A imunossupressdo, inflamac¢do cronica e HPV costumam estar mais
relacionados ao CEC, apesar de, em menor escala, também estarem associados ao
aumento do CBC (LAMPROS et al, 1998). O aumento do risco apos transplantes de
orgdos solidos ao longo do tempo ¢ exponencial para o CEC, sendo linear para o CBC
(LAMPROS et al, 1998).

O surgimento de CEC em imunossuprimidos, incluindo criangas, também tem
sido associado ao uso de drogas, como o antimicético voriconazole (COWEN et al,
2010). Os inibidores de BRAF, como vemurafenibe e dabrafenib, podem em 15 a 30%
dos pacientes desencadear o surgimento de CEC ou queratoacantomas em individuos
imunossuprimidos, incluindo criangas (SU et al, 2012).

Este conjunto de fatores de risco estd, portanto, de uma forma ou outra, envolvido
na indu¢do dos CPNM, como CBC e CEC in situ ou Doenga de Bowen e também nas

queratoses actinicas e campo de cancerizagao.

1.2 Carcinoma basocelular (CBC)

O CBC ¢ um tumor epitelial que em geral apresenta crescimento lento e afeta
predominantemente caucasianos. As metastases sdo extremamente raras (LO et al, 1991,
TING, KASPER, ARLETTE, 2005) e a morbidade resulta da invasdo e destruigao local,
em particular na face, cabega e pescoco (CIGNA et al, 2011).

Aproximadamente 70% dos CBC ocorrem na face, consistente com o papel

etioldgico da radiacdo solar. Quinze por cento deles estdo presentes no tronco e sé
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raramente sdo diagnosticados em areas como o pénis, vulva ou pele perianal. A
apresentacdo clinica e a morfoldgica sdo diversas. Existem cinco tipos clinico
histologicos  principais: nodular, superficial, micronodular, infiltrativo e
esclerodermiforme (HABIF, 2005). Os subtipos nodular e superficial sdo os mais
freqiientes correspondendo a 60% e 30% dos casos respectivamente e sdo os de melhor
progndstico. O subtipo CBC superficial ocorre com mais frequéncia no tronco e
extremidades, podendo ocorrer também na face e pescoco (COLGAN et al, 2011).

A origem do CBC ¢ controversa. Algumas teorias sugerem que tém como
origem: (i) células basais da epiderme; (ii) células basais da epiderme e ocasionalmente
do infundibulo e bainha externa do foliculo piloso; (iii) células germinativas epiteliais
primordiais dormentes; (iv) células epiteliais pluripotenciais da camada basal que
persistem ao longo da vida; (v) células da unidade pilosebacea; (vi) células de outras
estruturas de apéndices cutaneos (RIGEL et al, 2005).

Tipicamente a lesdo do CBC superficial (CBCs) ¢ plana, résea ou vermelha.
Podem estar presentes leve descamagdo, borda translucida elevada na periferia, areas de
regressao espontanea caracterizadas por atrofia e hipopigmentacgao. O didmetro da lesdo
pode variar de poucos milimetros a varios centimetros. Multiplas lesdes podem estar
presentes. O CBCs apresenta um crescimento predominantemente horizontal, o que
justifica o grande tamanho dessas lesdes. Margens laterais extensas subclinicas
contribuem para as altas taxas de recorréncia apods a excisdo de rotina (RIGEL et al,
2005).

Histologicamente, o CBCs mostra nodulos de células basais atipicas distribuidas
horizontalmente na derme papilar com amplas conexdes com a epiderme. Os focos de
células basais contactam a epiderme. Ndo ha extensdes para a derme média ou
profunda, mas sim um crescimento centrifugo superficial. Lobulos de células basais
mostram palicada com as células basais periféricas e com as demais células dos outros

tipos de CBC (RIGEL et al, 2005).

1.3 Doenca de Bowen — carcinoma epidermoide in situ grau I1I
A doenca de Bowen (DB) ¢ uma manifestacao clinica do carcinoma espinocelular

intraepidérmico (in situ), originalmente descrito em 1912 (SIDOROFF & THALER,
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2010). Ela compromete toda a epiderme, porém nio invade a membrana basal da
epiderme e, consequentemente, ndo invade a derme. Tende a crescer lentamente,
aumentando ao longo do curso de anos (SIDOROFF & THALER, 2010). Ao contrario
das desordens inflamatdrias que podem preceder o surgimento de CEC, as lesdes sdo
usualmente assintomaticas. E encontrado com mais frequéncia em 4reas expostas, como
cabecga, pescoco e extremidades (SIDOROFF & THALER, 2010). Em 2007, foi
classificada como carcinoma espinocelular in situ grau Il (ROEWERT-HUBER et al,
2007)

A DB ou CEC in situ (ou CEC in situ grau III), se manifesta clinicamente como
uma papula ou placa descamativa, de margens bem definidas. As lesdes sdo
frequentemente eritematosas, mas podem ser da cor da pele normal ou pigmentadas.
Dependendo da localizacdo das lesdes, achados histologicos andlogos sdo denominados
eritroplasia de Queyrat (area genital masculina), neoplasia intra-epitelial vulvar (VIN) e
papulose bowenoide (ambos os sexos) (COX, EEDY, MORTON, 2007).

Estudos anteriores relataram que cerca de 30-50% dos individuos com DB tem
histérico de CPNM antes ou ap6s o surgimento do DB (REIZNER et al, 1994; FOOTE
et al, 2001). DB tem uma taxa de progressdo para o carcinoma invasivo de 5-8% (COX,
EEDY, MORTON, 2007; JAEGER et al, 1999), possivelmente maior (at¢ 10%) em
eritroplasia de Queyrat (COX, EEDY, MORTON, 1999). Uma vez invadida a derme, as
metastases podem ocorrer em mais de 1/3 dos pacientes (MAIZE & RASMUSSEN,
1979 apud LEE, ELMA , BARON, 2011).

O exame histopatoldgico da DB revela displasia queratinocitica envolvendo toda
a espessura da epiderme sem infiltracdo das células atipicas na derme. Os queratinocitos
sdo pleomorficos com nticleos hipercromaticos e numerosas mitoses estdo presentes.
Frequentemente existe espessamento da epiderme (acantose), assim como
hiperqueratose e paraqueratose do estrato cérneo (RIGEL et al, 2005; COLGAN et al,
2011).

A DB apresenta algumas caracteristicas que apontam para a necessidade de que
seja tratada: (i) potencial de transformacdo; (ii) grande tamanho das lesdes, podendo
atingir varios centimetros de didmetro, ainda que o crescimento seja lento; (iii)

localizagdo que pode dificultar abordagens cirargicas. Por estes motivos ganha
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relevancia o aspecto cosmético e a facilidade de cicatrizagdo que a TFD proporciona

(BRAATHEN et al, 2007).

1.4 Queratose actinica (QA)

Dentro do espectro do CEC, deve ainda ser levada em consideragdo a queratose
actinica (QA), classicamente considerada uma lesdo pré-cancerigena, e, atualmente
considerada CEC in situ grau I e II, em acordo com nova classificagio (ROEWERT-
HUBER et al, 2007).

A QA representa uma das lesdes de pele mais freqiientes em todo o mundo, sendo
observada em aproximadamente 60% da pessoas acima dos 40 anos com fototipos I-I1
pela classificacdo de Fitzpatrick (Anexo I). A populacio idosa de pele I-III que habita
em latitudes baixas representa o grupo de maior risco (FROST, GREEN, WILLIAMS,
1998; FROST & GREEN, 1994; ANWAR et al; 2004; SIDOROFF & THALER, 2010).
As QA surgem em peles cronicamente expostas ao sol, fotoenvelhecidas, com
discromias, melanoses solares, rugas (BRAAKUIS et al, 2003).

Queratose actinica, também chamada de queratose solar, ¢ uma lesdo cutidnea que
resulta da proliferacdo atipica dos queratindcitos restrita a camada basal, podendo se
extender com atipia em toda a espessura até o ponto de diferenciacdo da doenca de
Bowen (DE BERKER, MCGREGOR, HUGHES, 2007). As QA possuem um risco de
0,025% a 16% por ano de progressdao para o CEC (GLOGAU, 2000; DE BERKER,
MCGREGOR, HUGHES, 2007), considerado de até 20% segundo outros autores
(CALLEN, BICKERS, MOY, 1997). E impossivel distinguir clinicamente qual QA
possui potencial de invasdo (GLOGAU, 2000; ACKERMAN 2003; QUAEDVLIEG et
al, 2006). Entretanto, ¢ significativo o fato de que 60% dos CEC sdo originados de QAs
(SIDOROF & THALER, 2010). Quanto mais fotodanificada a pele, mais
fotoenvelhecida, maior o risco de desenvolvimento de CEC.

Clinicamente surgem como méaculas ou placas eritematosas com descamagao
discreta, isoladas e/ ou confluentes, podendo ser numerosas, localizadas em areas
cronicamente expostas a luz UV. O efeito cumulativo do UV ¢ extremamente
importante, assim como histérico de queimaduras solares. Com frequéncia sdo

assintomaticas, mas ocasionalmente podem ser pruriginosas (DE BERKER,
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MCGREGOR, HUGHES, 2007). Sao mais frequentes em face, calva, extremidades
distais de membros superiores € membros inferiores.

As alteragdes histoldgicas e citopatologicas vistas nas células individuais de QA e
CEC invasivo sdo idénticas e ndo se distinguem entre si. Ambas mostram queratinocitos
atipicos com perda da polaridade, pleomorfismo nuclear, maturagdo desordenada,
mitoses mais frequentes, muitos delas atipicas (ACKERMAN, 2003). Varios autores
tém tentado classificar as QA do ponto de vista clinico e histopatoldgico. Partindo do
principio de que a QA jé seria um CEC, ROEWERT-HUBER, , STOCKFLETH, KERL
(2007) propuseram CEC in situ, dividido em trés categorias, de acordo com o grau de
atipia:

(1) CEC in situ Tipo QA I (leve) - queratindcitos atipicos sdo encontrados nas
camadas basais e suprabasais da epiderme. Os nticleos sdo hipercromaticos, de tamanho
variavel e tém irregularidades leves em contorno nuclear;

(i) CEC in situ Tipo QA II (moderado) - queratindcitos atipicos estendem-se a
dois tercos inferiores da epiderme, alternando com zonas de epiderme normal;

(ii1) CEC in situ Tipo QA III (severo) - queratindcitos atipicos estendem-se por
mais de dois ter¢os da espessura total da epiderme e envolve os epitélios do foliculo
piloso, infundibulo e acrosiringio, sendo equivalentes ao CEC in situ ou DB.

Clinicamente as QA actinicas possuem trés possibilidades de evolucdo: (i)
regressao espontanea (até 25%), (ii) persisténcia, ou (iii) progressao para um cancer
invasivo (GLOGAU, 2000). O desconhecimento de qual QA podera evoluir CEC e o
acometimento de grandes areas dificultam a abordagem terapéutica. Varios autores e
diretrizes indicam o tratamento das QA para prevenir invasdes possiveis, metastases e
at¢é mesmo mortalidade (GLOGAU, 2000; MARKS, 1988; ROEWERT-HUBER,
STOCKFLETH, KERL, 2007; SIDOROFF & THALER, 2010; QUAEDVLIEG et al,
2006). Pacientes com QA geralmente possuem lesdes multiplas em pele muito

fotodanificada e fotoenvelhecida, refletindo o dano actinico em areas extensas.



1.5 Campo de cancerizaciao

O termo campo de cancerizagdo ¢, hoje, amplamente utilizado como ‘“um
processo onde as células de um determinado tecido ou 6rgdo sdo transformadas, mas,
ainda que geneticamente alteradas, apresentam aparéncia histologica normal; estas
células alteradas precedem o surgimento de neoplasia ou coexistem com células
malignas, independentemente de clonalidade" (DAKUDO et al, 2006). Este modelo foi
proposto para explicar o desenvolvimento de tumores primdrios multiplos e a
recorréncia local de cancer. Na dermatologia, o termo pode ser definido como uma area
de pele cronicamente fotodanificada com multiplas lesdes pré-malignas e malignas.
Clinicamente, grandes areas do corpo podem ser afetadas, como a calva (couro
cabeludo), toda a face, tronco, membros superiores e inferiores, sendo, por essa razdo,
muito dificil o tratamento e o controle clinico dos pacientes acometidos. Estes passam a
apresentar lesdes recorrentes de QA ou CPNM em areas previamente submetidas ou ndo
a cirurgia e/ou outros tratamentos.

SLAUGHTER e colaboradores (1953) usaram o termo ‘“campo de
cancerizacdo”(CC) para descrever a existéncia de carcinégenos induzindo mudancgas
genéticas precoces no epitélio com a ocorréncia de multiplas lesdes independentes,
levando ao desenvolvimento de tumores multifocais. O coalescimento desses multiplos
focos tumorais explicariam, parcialmente, o crescimento lateral dos CEC. Estudos mais
recentes usando varias analises genéticas forneceram evidéncia inequivoca ao trabalho
de Slaughter e colaboradores (BRAAKHUIS et al, 2003 ).

A origem clonal das lesdes tumorais ainda ndo estd bem estabelecida,
permanecendo duas teorias, a policlonal e a monoclonal (VATVE et al, 2007).

Segundo a teoria policlonal, um carcindgeno induziria multiplos eventos
genéticos distintos em diferentes sub-populagdes celulares, resultando em lesdes pré-
neoplasicas policlonais em um tecido tumoral (TABOR et al, 2002; BRAAKHUIS et al,
2003). Por outro lado, pela teoria monoclonal, um simples evento genético ocorreria em
um tumor somatico cuja célula tronco se expande clonalmente e se espalha lateralmente
para repor o epitélio normal, criando uma grande area de epitélio pré-neoplasico, de
onde surgem multiplos tumores, que se desenvolvem depois de adquirir danos genéticos

adicionais (SIMON et al, 2001; BOUDEWIJN et al, 2005).
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A presenca de campo de cancerizacdo indica uma populacdo de alto risco com
doenca subclinica invisivel, multiplos tumores primarios, recorréncias locais e
alteracdes pré-malignas, que requerem tratamentos repetidos e causam significante
morbidade. O tratamento consiste em seguimento regular e tratamentos especificos de
acordo com a manifestacao clinica presente. Todavia, em 25% dos tumores, as margens
ressecadas apresentam, histologicamente, a presenca de QA, que por sua vez possuem
alteracdes genéticas, que podem ser responsaveis pelas recorréncias locais
(BRAAKHUIS, BRAKENHOFF, LEEMANS, 2005). O campo comprometido pode
chegar até a 7 cm de area ao redor do tumor, resultando em tumores secundarios, que
sdo geneticamente similares.

O tratamento deve abranger toda a area comprometida para reduzir o risco de
desenvolvimento de outras queratoses actinicas, tumores secundarios e recorréncia

local.

1.6 Tratamento do cincer de pele nio melanoma e do campo de cancerizacio

O tratamento de escolha para o cancer da pele ¢ a exerése cirargica (HACKER,
BROWDER, RAMOS CARO, 1993). Entretanto, outras modalidades terapéuticas
foram desenvolvidas, uma vez que grande numero de pacientes apresenta mais de um
tumor e, dependendo do tipo de neoplasia e localizagdo, as mutilagdes cirurgicas podem
ser grandes (RIGEL et al, 2005). Além disso, o cancer da pele incide preferencialmente
na populag@o mais idosa, em que, devido as condi¢des clinicas, a cirurgia tradicional ¢é
muitas vezes contra-indicada. Outros tratamentos para o cancer da pele consistem em
eletrocoagulacdo e curetagem, criocirurgia com nitrogénio liquido, radioterapia, cirurgia
micrografica de Mohs, quimioterapia topica e terapia fotodinamica (TFD). A escolha do
tratamento depende do tipo histoldégico da neoplasia, localizagdo, idade, condicdes
clinicas, nimero de tumores encontrados em um mesmo individuo e das condigdes e
equipamentos da unidade de saude onde o paciente ¢ tratado (HACKER, BROWDER,
RAMOS CARO,1993, RIGEL et al, 2005, NGUYEN & HO, 2002, SIDOROFF &
THALER, 2010).

O 5-fluorouracil (5-FU) tem sido largamente usado no tratamento das QA desde
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a década de 60. E um quimioterapico que inibe a timidilato sintetase, enzima critica

para a sintese de DNA. No tratamento com 5-FU, as recidivas sdo freqilientes, além do
fato de que as reagdes inflamatorias e ardéncia durante o tratamento (3-6 semanas)
costumam causar muito desconforto, levando freqiientemente a interrupcdo do mesmo
(SAMPAIO & RIVITTI, 1998; NEVES, LUPI, TALHARI, 2001). Uma metanalise
comparando o imiquimode com 5-FU no tratamento de multiplas QA na cabeca e no
pescoco mostrou uma taxa média de tratamento (clareamento) de 52% para 5-FU
comparado com uma taxa de 70% de tratamento com imiquimode (VATVE et al, 2007).

O Imiquimode ¢ um imunomodulador que age aumentando a produ¢do de TNFa
e outras citocinas pré-inflamatorias da pele. Além do seu papel como modulador imune,
recentes dados experimentais e clinicos indicam que o imiquimode confere atividade
pro-apoptdtica direta contra tumores benignos e de origens diferentes, incluindo a pele
(VATVE et al, 2007). O seu uso esta bem indicado ndo apenas nas QA (LEVY,
FURST, CHERN, 2001; GUPTA, DAVEY, MCPHAIL, 2005; HADLEY, DAVEY,
MCPHALIL, 2006) e campo de canceriza¢do, mas também na DB e nos CBCs. Todavia
o tempo de tratamento pode levar até 16 semanas e o paciente deve sempre ser
monitorado.

As desvantagens do 5-FU e do imiquimode s@o o longo periodo de tratamento e
os fendmenos inflamatdrios que ocorrem durante este tempo, podendo causar grande
desconforto, como ardéncia, prurido e irritacdo intensa, com eritema, vermelhiddo,
crostas. Esses pacientes ficam mais sujeitos a infec¢des devido ao periodo de tratamento
prolongado e a presenga de irritagdes (SIDOROF & THALER, 2010).

A criocirurgia (nitrogénio liquido) e a curetagem com -eletrocoagulagao
costumam deixar cicatrizes inestéticas. Ambas ndo tratam o campo de cancerizagdo. A
criocirurgia possui um periodo longo de cicatrizagdo, principalmente em areas
localizadas fora da face, onde pode levar de 3 a 6 semanas. Quando usado para lesdes
tumorais as areas de necrose sdo profundas, o paciente fica mais sujeito a infecg¢des e as
cicatrizes sdo bastante evidentes.

Para as QA, varias modalidades de tratamento t€ém sido propostas e a escolha do
tratamento depende principalmente do tamanho e niimero de lesdes. As lesdes isoladas

podem ser tratadas com curetagem e criocirurgia (SIDOROF & THALER, 2010). Para
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lesdes mais numerosas estdo indicados, além do nitrogénio liquido utilizado
isoladamente em cada uma das lesdes, o 5-fluorouracil (5-FU) e o imiquimode. Outros
medicamentos t€m sido usados mais recentemene, como diclofenaco, ainda que com
menos eficacia (SMITS & MOOR, 2009). Quanto ao campo de cancerizagdo, as
grandes areas dificultam o tratamento com criocirurgia e impossibilitam o uso de
eletrocoagulacdo. Essas 4areas correspondem as regides fotodanificadas, com
comprometimento da face completa e toda a superficie de extensdo de antebracgos e
pernas. Os tratamentos mais utilizados sdo 5-FU e imiquimode. Todavia, os efeitos
adversos desses medicamentos, associados ao longo periodo de tratamento dificultam a
adesdo do paciente. O tratamento da face completa pode causar sérias dificuldades no
trabalho, as vezes impossibilitando o exercicio das atividades laborais durante o periodo
de tratamento.

A DB e o CBCs sao tumores de crescimento lento com tendéncia inicial a um
crescimento horizontal, levando muitos anos para atingir maiores dimensdes. As lesdes
podem alcangar muitos centimetros de tamanho, e, em especial a DB, tem predile¢ao
pelas pernas e extremidades, locais de dificil tratamento. Quando o DB e CBCs surgem
na face, o tratamento cirurgico pode resultar em mutila¢des, e ndo raramente o paciente
se recusa a fazé-lo. Acrescenta-se que essas patologias surgem em pacientes com idade
mais avancada, muitas vezes sem condi¢des clinicas, contra-indicando tratamento
cirargico (SIDOROF & THALER, 2010; MORTON et al, 2001). O 5-FU e, com mais
eficacia, o imiquimode, sdo utilizados nessas duas patologias cujo efeitos indesejaveis
ja foram citados acima. Além disso, o fato de que quando utilizados o 5-FU e o
imiquimode, multiplos tratamentos podem ser necessarios (SIDOROF & THALER,
2010).

Por muitas décadas a radioterapia tem sido uma opgao para o CPNM, quando
outras modalidades de tratamento falham ou ndo podem ser usadas. Todavia, os efeitos
adversos das radiagdes ionizantes, como atrofias, cicatrizes e predisposi¢do ao
surgimento de novos canceres, sdo bem conhecidos. Estdo contra-indicados em
pacientes em uso de imunossupressores. Por essas razdes, o seu uso e quantidade de

sessoes ¢ limitada (SIDOROF & THALER, 2010).
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Muitas das limitagdes das terapias apresentadas sdo superadas pela TFD que
apresenta as vantagens do tratamento ser realizado em uma ou duas sessdes, com uma
semana de periodo de recuperagdo, melhora da qualidade do tecido, e diagnostico e
tratamento do campo de cancerizagdo (BRAATHEN et al, 2007; TOREZAN, NIWA,
NETO, 2009b).

1.7 Terapia Fotodiniamica (TFD)

A TFD envolve a ativacdo de um fotossensibilizante pela luz visivel, que, na

presenga de oxigénio cria espécies de oxigénio citotoxicas e radicais livres que

seletivamente destroem as células que proliferam mais rapidamente (Fig.1.1).

Figura 1.1 - Efeito da irradiacdo da luz no fotossensibilizante dentro das células
(REGO, 2008). O agente fotossensibilizante (P) no interior da célula, na presenca de
luz e oxigénio (O,), desencadeia reacdo fotodinamica com producdo de oxigénio
singlete e radicais livres, levando a morte celular (CALVAZARA-PINTON,
VENTURINI, SALA, 2007).

Embora o conceito de TFD remonte hd mais de 4000 anos, época em que 0s
egipcios combinavam a administragdo oral de extrato de uma planta Amni majus e
exposicdo ao sol (ALLISON, MOTA, SIBATA, 2004; CHOUDARY, NOURI ,
ELSAIE, 2009), somente no inicio do seculo XX, um estudante de medicina alemao
Oscar Raab, observou que o corante laranja acridina na presenca de luz era letal para o
Paramécio caudatum (ALLISON, MOTA, SIBATA, 2004. Em 1900, Von Tappeiner
(REGO, 2008), publicou um artigo sobre a descoberta de Raab, relatando que o
consumo de certos materiais fluorescentes poderia ter aplicagdes clinicas. Em 1903 Von

Tappeiner, em cooperacdo com Jesionek, utilizaram eosina e luz para tratar doengas
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como lupus vulgar, sifilis, psoriase e cancer de pele. Cerca de 60 anos mais tarde ¢
que a TFD foi novamente utilizada para tratar tumores malignos, com Lipson, em 1966
(REGO, 2008). O uso clinico da TFD s6 foi realizado pela primeira vez por
DOUGHERTY e colaboradores em 1978, com relato de sucesso no tratamento do
cancer cutaneo e outras malignidades.

Na TFD, as drogas de primeira geragdo, os derivados de hematoporfirina, sdo de
uso sistémico e, apesar de eficientes em quase todos os tipos de tumores, apresentam
elevada retengdo dérmica e ocular, com consequente fotossensibilizacdo cutanea pelo
periodo de 4 a 8 semanas, tempo necessario para a elimina¢do do farmaco pelo
organismo (REGO, 2008).

A partir dos anos 90, o acido 5-delta aminolevulinico (ALA) foi utilizado
topicamente pela primeira vez (KENNEDY, POTTIER, PROSS, 1990; KENNEDY &
POITIER, 1992). No fim da mesma década, foi produzido um derivado lipofilico do
ALA, o metil-ester do ALA (metilaminolevulinato-MAL), e hoje, ambas as drogas sao
utilizadas topicamente na TFD. S3o drogas de segunda geracao, substancias precursoras
da hematoporfirina endéogena. O ALA pode ser aplicado sistemicamente ou de forma
topica na pele em tumores CBC (KENNEDY, POTTIER, PROSS, 1990), onde ocorre
acimulo de fotossenbilizante protoporfirina IX (PpIX). A PpIX ¢ eliminada do
organismo 24 horas apods a administragdo de ALA exogeno, seja por vias topica, oral ou
endovenosa (BABILAS et al, 2010). Riscos de fotossensibilidade prolongada sdo
considerados ausentes ou despreziveis com o uso topico ou sistémico de ALA ou MAL.
Ao se expor o tumor fotossensibilizado a uma fonte de luz adequada, a PpIX ¢
rapidamente fotoinativada, permitindo alta dose total de energia sem os riscos de
reagdes fototoxicas relevantes para o tecido perilesional (KALKA, MERK,

MUKHTAR, 2000).

1.7.1 A reacio fotodinimica

O ALA nio ¢ um fotossensibilizador propriamente dito, mas sim um precursor
metabolico da protoporfirina IX (PpIX) na via intrinseca do heme celular (Fig. 1.2). No
interior da célula, a sintese normal de ALA ¢ controlada pela enzima ALA sintetase,

sendo inibida (feedback negativo) quando ocorre acumulo de heme (TOREZAN, 2009).
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Biossintese do Grupo Heme

5-AL A¥Sintetase Capt@o de 5-AL A exdgeno

GlICING oy 5-ALA mmp [N

. fl CoA Controle de feedback v ..
succinil Go Porfobilinogénio

<PBG/Deaminase

Heme

Foarrseplizhi: Protoporfirina IX Uroporfirinogénio [11

l

Coproporfirinogénio I11
MitocOndria —e——————— Citoplasma

‘ Baixa taxa nas células tumorais
> Alta taxa nas células tumorais

Fig 1.2. Esquema da biossintese do grupo Heme, captagdo do 5-ALA e sua metabolizacao.
PBG= porfobilinogénio, CoA= coenzima A. O ALA ¢ sintetizado na via de biossintese do grupo
heme, a partir de glicina e succinil-CoA, no interior da mitocondria. Essa reacdo ¢ catalisada
pela enzima ALA sintetase. O ALA vai para o citoplasma onde forma o porfobilinogénio(PBG),
seguido pelo uroporfirinogénio III, sendo entdo convertido em coproporfirinogénio III. Este
ultimo volta para o interior da mitdcondria, se transforma em protoporfirinoglenio IX, que ¢
convertido em protoporfirina IX (PpIX), pela agdo da protoporfirinogénio oxidase. Adaptado de
TOREZAN, 2011.

Ao ser aplicado topicamente, o ALA exdgeno passa rapidamente através da
epiderme anormal, sofrendo, em seguida, a cascata de rea¢des bioquimicas (Fig. 1.2)
que levam ao acumulo de PpIX no interior da mitocondria. Como a conversdo da PpIX
para heme ¢ lenta, a grande concentracao de PpIX resulta em sua difusdo para o reticulo
endoplasmatico e membrana celular, alvos finais do dano celular induzido pela TFD
(REGO, 2008, TOREZAN, 2011).

A PpIX ¢ um intermediario porfirinico com atividade fotodinamica e quando
ativada por luz azul emite fluorescéncia vermelho coral intensa. O grupo heme nao
emite fluorescéncia e ndo possui atividade fotodindmica (KENNEDY, POTTIER,
PROSS, 1990; KENNEDY & POITIER, 1992). Durante a reagao fotodinamica ocorre a
fotoinativacdo do agente fotossensibilizante. No caso do ALA e do MAL este agente

fotossensibilizante ¢ a PpIX. Uma vez aplicado topicamente o MAL ¢ rapidamente
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demetilado a ALA, sofrendo o mesmo processo de metabolizacdo do ALA (PENG et

al, 2001). A PpIX quando iluminada com a luz de Wood, como j& comentado,
apresenta-se corada em vermelho coral. Logo apds a exposicdo a luz ocorre o
desaparecimento dessa coloragdo, fendmeno esse chamado de “photobleaching”, ou
fotobranqueamento, ao que corresponde o inicio do desencadeamento da cadeia de

reacdes que levam a destruicao do tumor.

1.7.2 Mecanismo de acdo da reacao fotodinamica

Quando a reacdo fotodinamica ocorre, o fotossensibilizador presente nos tecidos
¢ ativado e transfere energia para o oxigénio molecular, resultando em espécies reativas
de oxigénio, entre elas o oxigénio singlete, que induzem a morte das células
(HENDERSON & DOUGHERTY, 1992), conforme representado na Fig. 1.3.

As moléculas no estado triplete podem sofrer dois tipos de reacdo: reagdo tipo I
e reagdo tipo II. Na reacdo tipo I, as moléculas reagem diretamente com substratos
bioldgicos para formar radicais livres, como os radicais superdxido, hidroxila e
peroxido. Por outro lado, na reagdo tipo II, a predominante na TFD, as moléculas
transferem sua energia diretamente ao oxigénio intracelular, formando o oxigénio
singlete ('0,), altamente reativo, de meia vida curta e responsavel pela morte celular.
As espécies reativas geradas a partir da interagdo do estado excitado do
fotossensibilizador e oxigénio (singlete e anion radical superdxido) e as resultantes dos
processos secundarios (radicais livres e outras espécies carregadas) tendem a se difundir
na vizinhanca do tecido afetado, iniciando uma cadeia de reagdes bioquimicas, que
resulta em danos de diferentes propor¢des a célula tumoral, podendo levé-la a morte. O
oxigénio singlete constitui o principal agente fototoxico na TFD. Estudos por
microscopia de fluorescéncia sugerem que a mitocondria seria a principal causa de
morte celular induzida pela TFD (KESSEL& LUO,1996). O oxigénio singlete tende a
reagir com sitios ativos presentes nas células alvo, como por exemplo, a guanina,
cadeias laterais de aminoacidos, ligacdes duplas de esterdides e lipideos insaturados.
Lipideos insaturados e proteinas sdo os principais constituintes das membranas
bioldgicas, sendo alvos subcelulares destruidos pela TFD. Essas reagdes resultam em

perda da integridade da membrana acarretando alteragdes da permeabilidade e do
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transporte entre os meios intra e extracelulares (BONNET, 1995). Assim a TFD

causa inativacdo das enzimas de membrana, faléncia respiratoria e lise celular

(DOUGHERTY, 2002).

Oxigénio

singleto,
ROS
[ Estado de ativacao J
A Oxidacao de proteinas e lipides, dano a

membrana plasmatica, lisossomas e
mitocondrias
Inibicdo de fungdes celulares

Agente fotossensibilizante no estado de
repouso Apoptose Necrose

Figura 1.3 — Modo de agdo da terapia fotodinamica. O agente fotossensibilizante (FS)
encontra-se nos tecidos no estado de repouso. O elétron do FS ¢ excitado pela luz passando para
o estado de ativado de meia vida curta. As moléculas podem voltar ao estado de repouso,
emitindo energia em forma de fluorescéncia por meio da liberacdo de fotons ou progredir na
cascata de reacdes quimicas até atingir o estado triplete de meia vida mais longa. Do estado
triplete as moléculas podem seguir a reacdo tipo I ou tipo II, onde ocorre a liberagdo de radicais
livres e oxigénio singlete, levando a oxidagdo de proteinas e lipides, danos a membrana
plasmatica, mitocondrias, lisossomas ¢ morte celular por apoptose ou necrose (KENNEDY &
POITIER, 1992; TOREZAN, 2009).

A TFD causa a morte celular por apoptose, necrose, isolada ou
simultaneamente, dependendo da concentragdo das substancias fotossensibilizadoras
utilizadas e das condi¢des de tratamento (DOUGHERTY, 2002). Produz inflamag¢ao
aguda, com estresse oxidativo que culmina na destrui¢do de membranas celulares e
estruturas citoplasmaticas. As células que sdo lesionadas produzem sinais de perigo que

sdo amplificados pelas células apresentadoras de antigeno, as células dendriticas e pelo
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recrutamento de linfocitos T. O microambiente tumoral ¢ alterado pelo estimulo da

liberagdo ou expressdo de varios mediadores de resposta aguda pro-inflamatoria, os
quais incluem proteinas do complemento, proteinas de choque térmico (HSPs),
derivados de acido araquidonico, quimiocinas e citocinas como fator de necrose tumoral
o (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1(IL-1) (HADJUR et al, 1996). Ocorre
acimulo de neutrofilos e estimulo a destruigdo tumoral (AGOSTINIS et al, 2011). O
complemento ndo sé atua como mediador, mas também estimula as células a liberarem
mediadores secundérios incluindo as citocinas IL-1f, TNF-alfa, IL-6, IL-10, fator
estimulante de colonias de granulocitos (TGF-G), prostaglandinas, leucotrienos,
histamina e fatores de coagulagcdo. Macrofagos podem mostrar citoxicidade preferencial
contra células tumorais tratadas com dose subletal de TFD (AGOSTINIS et al , 2011).

Alguns estudos demonstram aspectos relevantes da complexa cadeia de reacdes
ocasionadas pela TFD:

- O sinal de perigo das células dendriticas pode ser prejudicado pelos
mecanismos de escape do tumor, em particular pelo acumulo de células
reguladoras intratumorais (MOAN et al, 1989 apud AGOSTINIS et al ,
2011).

- C¢lulas mortas por apoptose podem ndo desencadear a resposta imune anti-
tumoral (KESSEL, 2002), todavia, sob certas condi¢cdes, podem fazé-lo
(VANLANGENAKKER et al, 2008). Neste caso, ha grande liberagdao de
DAMPS, moléculas intracelulares normalmente escondidas em células vivas,
que possuem propriedades diferentes, como imunoestimula¢do apds
exposicdo ou secre¢do por indugdo subita e desorganizada de células
danificadas (MROZ et al, 2011).

Estudos recentes demonstraram que a TFD pode induzir uma reposta imune
sistémica antigeno-especifica altamente potente, capaz de causar a regressdo em
tumores distantes ja estabelecidos que ndo receberam a luz (FRIEDBERG et al, 2004).

Assim a TFD constitui uma terapéutica que induz respostas celulares e
imunoldgicas importantes. Sendo o oxigénio, a luz e os agentes fotossensibilizantes os
principais responsaveis pelo sucesso da TFD, a seguir serdo vistos detalhes sobre as

fontes de luz e fotossensibilizantes utilizados em TFD.
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1.7.3 Fontes de luz

Para realizar a TFD ¢é necessario uma fonte de luz que emita luz em
comprimentos de onda que esteja dentro do espectro de absor¢do do fotossensibilizante.
A absor¢do da luz vai depender de: (i) comprimento de onda, (ii) energia ou intensidade
da luz, (iii) cromoéforos no tecido. Em geral, quanto maior o comprimento de onda,
maior a penetracdo da luz (TOREZAN, 2009a). A Fig. 1.4 mostra os principais
comprimentos de onda utilizados em TFD e o seu alcance na pele em milimetros.

No comprimento de onda de 630nm, a luz penetra mais de Smm, enquanto em
700-800nm deve atingir 2 cm (Fig. 1.4) (ZELICKSON, 2008). A regido entre 600 e
1200nm ¢ frequentemente chamada de janela 6ptica do tecido. Comprimentos de onda
acima de 800nm, apesar de penetrarem mais, ndo possuem energia suficiente para
iniciar a reagdo fotodindmica (AGOSTINIS et al, 2011). Na TFD os comprimentos de
633 + 65nm sdo os mais utilizados. A maioria das fontes de luz em TFD estdo no
espectro de luz visivel ou proéxima ao infravermelho. A fonte de luz azul estd indicada

no tratamento das QA, e ndo nas lesdes tumorais, devido a sua menor penetragao.
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Figura 1.4: Propagagcdo da luz através dos tecidos. A luz azul penetra menos
eficazmente nos tecidos, enquanto a luz vermelha e o infravermelho penetram mais
profundamente. Adaptado de AGOSTINIS et al, 2011.
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Outro fator na escolha das fontes de luz ¢ o conhecimento preciso do espectro
de emissdo de uma fonte de luz que deve ser 6timo para a absor¢do do espectro do
fotossensibilizantes utilizados (KLEIN et al, 2008). A Fig. 1.5 mostra a representacao
dos picos de absor¢ao da luz pela PpIX.

Existe uma grande variedade de fontes de luz utilizadas na TFD, cada uma com
diferentes parametros, sem condi¢gdes de serem comparadas entre si devido a grande
variedade de comprimentos de onda e irradiancia. Sdo lampadas de xendnio, lampadas
halégenas, lasers, luz intensa pulsada e luz emitida por diodo. Na tabela 1.1 estdo

descritas as principais fontes de luz utilizadas.

PpIX absorcao in vivo

absorption

300 350 400 500 550 600 650 700

wavelength

Figura 1.5 - Espectro de absor¢do da PpIX (TOREZAN et al, 2009b). Observa-se um
pico de absor¢do maior em 405nm, denominada banda de Soret, correspondente a luz
azul. Aparecem outros picos menores chamados bandas Q, em 510, 545, 580, 630, 670
e 700nm. Apesar dos picos de 620 a 630 serem menores, sdo 0s mais utilizados em TFD
devido a maior penetracdo no tecido pela luz vermelha, otimizando a TFD para lesdes
mais profundas. Fontes de luz azul e verde sdo utilizadas para lesdes mais superficiais
(KALKA, MERK, MUKHTAR, 2000).
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Tabela 1.1- Fontes de luz utilizadas na TFD

Lampadas incoerentes Laser Outras
Lampadas de xendnio Laser de corante Luz intensa pulsada(LIP)
( 600-720 nm) pulsado(pulsed dye laser)  (500-1200nm)

(585 nm)
Lampadas halogenas Laser de corante pulsado LED (633 +- 5nm)
(600-800 nm) longo (long pulsed dye
laser)
(595 nm)
Laser de argoénio(488,514 Sistemas de diagndstico
nm) fluorescentes(Luz azul)
Laser de diodo Luz solar

(800-1000nm)

Nao existe padronizacdo para fonte de luz e nenhuma delas ¢ a ideal para todas
as indicag¢des de TFD, nem mesmo para um mesmo fotossensibilizante (FS). A escolha
da luz vai ser baseada na absor¢ao do FS (fluorescéncia de excitacdo e espectro de
acdo), doenga (localizagdo, tamanho das lesdes, acessibilidade e caracteristicas do
tecido) e custo.

As lampadas de xendnio e haldgenas, sdo muito utilizadas na Europa e possuem
um custo bastante acessivel (KLEIN et al, 2008).

A luz intensa pulsada (LIP) por si s6 ¢ muito utilizada e popularizada no
tratamento do fotorejuvenescimento e tem sido usada na TFD com o objetivo de
melhorar os resultados (KLEIN et al, 2008) no tratamento da acne e mais restritamente
nas QA. As LIP possuem um espectro maior, muitas vezes contendo todo o espectro da
luz visivel, quase toda a luz visivel e o infravermelho. A aplicagdo ¢ bastante rapida,
mas ndo ¢ indicada para o tratamento de tumores (KLEIN et al, 2008; TOREZAN,
2011).

O laser, caracterizado como um feixe de luz homogénea com comprimento de
onda especifico emite alta fluéncia de luz monocromatica que corresponde ao pico de
absorgdo do agente. E de rapida aplicagio, porém os equipamentos iluminam pequenas
areas, ndo sao portateis, sdo caros e exigem muita assisténcia técnica.

Os aparelhos de luz emitida por diodo, ou LEDs, produzem fonte de luz de alta
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poténcia em faixas estreitas de bandas de luz (entre 20-50 nm), podendo proporcionar
iluminagcdo homogénea em uma superficie ampla. Estas propriedades sdo interessantes,
uma vez que no tratamento de tumores de grande extensdo, a distribuicdo de luz deve
ser homogénea por toda a area. Sdo de facil uso, custo mais acessivel e de meia vida
longa (BABILAS et al, 2010). No Brasil estes equipamentos estdo sendo os mais
utilizados para a realizacdo de TFD em lesdes tumorais e tratamento de campo de
cancerizagao.

A eficécia clinica da TFD depende da dosimetria, isto ¢, da dose total de energia,
do tempo de exposicdo a luz e do modo de liberacdo da luz, ou seja, se simples ou
fracionada. A fluéncia também pode afetar a resposta a TFD (HENDERSON, BUSCH,
SNYDER, 2006).

As energias utilizadas normalmente variam de 50 a 150mw/cm’. Quando as
energias sdo mais baixas, o tempo de exposi¢do a luz pode ser muito longo, enquanto
que em energias mais altas pode ocorrer um efeito térmico aditivo (TOREZAN, 2011).

A presenga de oxigénio molecular no tecido a ser tratado ¢ critica para a morte
celular foto induzida. Estudos mais recentes tém demonstrado que a TFD pode levar a
criagdo de resposta heterogénea limitada pela hipoxia (deplecdo quimica do oxigénio
molecular devido a geracdo do oxigénio singlete) durante a iluminagdo que pode ser
controlada, em parte, por meio da taxa de fluéncia de iluminagdo (FOSTER et al 1991,
HENDERSON, BUSCH, SNYDER, 2006; SHESADRI et al, 2008; BUSCH et al,
2009).

1.7.4 Substancias fotossensibilizantes (FS)

Para a reagdo fotodinamica, além da luz e de O,, ¢ essencial a presenca do FS.
Atualmente sdo dois os agentes precursores da PpIX disponiveis no mercado: o ALA e
o MAL, que ¢ um ester do ALA.

O ALA ¢ carreado principalmente por mecanismos de transporte ativo, que
requerem energia. Esses sistemas dependem de pH e temperatura, sdo lentos e
saturaveis, mas encontram-se levemente acelerados em células tumorais (KALKA,
MERK, MUKHTAR, 2000; TOREZAN, 2009a). As peles lesionadas possuem um

aumento da permeabilidade. Assim a indugdo e sintese encadeada pelo ALA ¢ maior em
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células malignas e pré-malignas, se comparado a condi¢des normais (DATTA et al,
1998, apud REGO, 2008). Entretanto, o ALA ¢ extremamente instavel, dificil de ser
estabilizado. Por outro lado, o MAL possui um carater lipofilico, ¢ estavel e
transportado por aminoacidos apolares através de difusdo passiva, mecanismo que nao
precisa de energia (KALKA, MERK, MUKHTAR, 2000).

Em estudo da penetracio do ALA a 20% em creme sob oclusdo através da
microscopia de fluorescéncia (SZEIMIES, SASSY T, LANDTHALER,
1994),verificou-se que enquanto nas glandulas sebaceas e porcdes superiores dos
foliculos pilosos era detectada fluorescéncia leve, na epiderme lesada e area
perilesional, foliculos pilosos, ductos sudoriparos e glandulas sebaceas, apos 12 horas, a
fluorescéncia era intensa. Além disto a fluorescéncia nos CBCs superficiais e nodulares
era homogénea. Nos CBCs esclerodermiformes, a fluorescéncia era heterogénea e leve,
mesmo nas partes mais superficiais do tumor, evidenciando uma resposta menor,
provavelmente pela presenca de tecido fibroso que dificulta a penetragdo do farmaco.
Este estudo reforca a necessidade de se melhorar a penetragdo dos pro-farmacos e/ou
FS.

A penetracdo do ALA na pele sofre interferéncia de fatores como concentragao,
tipo de veiculo utilizado na sua preparacao, tempo de aplicacdo e uso de coadjuvantes
que favorecam o acumulo de PpIX no tecido alvo. Os melhores resultados terapéuticos
foram utilizados na concentracdo de 10-20%. (KALKA, MERK, MUKHTAR, 2000;
KENNEDY & POITIER, 1992; PIACQUADIO et al, 2001; PENG et al, 2001;
TOUMA et al, 2004). Para aumentar direta ou indiretamente a penetragdo do ALA tém
sido adicionados agentes inibidores da enzima ferroquelatase, como a desferoxamina,
ou que aumentem a penetragdo do ALA, como o etilenodiaminotetratetracético (EDTA)
¢ o dimetilssulfoxido (DMSO). Mais recentemente tem sido utilizado laser de CO,,
imediatamente antes da aplicacdo de MAL para facilitar sua penetragdo (WHITAKER
et al, 2007).

Na Tabela 1.2 estdo descritas as principais formulagcdes do ALA (nome dos
produtos, composic¢do), o tempo de oclusdo e indicagdes respectivas. No Brasil, apenas
o MAL (Metvix®, Galderma) encontra-se no mercado. Este FS ¢ produzido na Europa,

enquanto o Levulan Kerastik® ¢ fabricado nos EUA. Estudos em fase II/III estdao sendo
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realizados com o ALA a 20% em bandagens oclusivas e em preparagdes lipossomais

e nanocoloidais para o tratamento de QA.

Tabela 1.2: Principais formula¢ées do ALA e MAL

Preparacoes do ALA
Nome do produto Ingredientes (composi¢do) Tempo de
oclusdo e
indicagoes
Preparagdes magistrais 5-ALA a20% gel/creme/emulsao 4 h oclusdo
QA, CBC
superficial, DB,
CBCn
Levulan kerastik® 20% 14-18h oclusao
ALA hidrocloreto QA
Metvix® Metilaminolevulinato a 16% 3 h oclusdo
QA, CBC
superficial, DB,
CBC nodular
PD P 506 (photonamic 5-ALA a 20% em bandagem 4 h oclusdo
GmbH Co KG, Wedel, (bandage ou patches) QA
germany)*
BF-200 ALA (Biofrontera 5-ALA a 10% nanoemulsdo em gel 3h oclusdo
AQG, Leverkusen, QA
Germany)*

* - ainda ndo aprovado para uso clinico

1.8 Situacdo atual da TFD na oncologia cutinea

A TFD ja tem sido utilizada em fase clinica ha mais de 30 anos em varios paises
(DOUGHERTY et al., 1978; KALKA et al., 2000; MARMUR et al., 2004), inclusive
no Brasil (DE ROSA et al. 2000, 2003, PIERRE et al. 2001a, 2001b). Os estudos

iniciais da TFD de uso topico foram realizados com o ALA, e, no fim da mesma década,
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foi desenvolvido o seu derivado, o MAL. O ALA e o MAL sdo as drogas hoje
aprovadas como precursores fotossensibilizantes topicos.

As primeiras publicacdes com o ALA topico indicaram boa resposta clinica e
excelentes resultados cosméticos em QA, doenca de Bowen e tumores superficiais
cutaneos, incluindo carcinomas de células escamosas in situ e carcinomas basocelulares
superficiais (FIJAN, HONIGSMANN, ORTEL, 1995, KORMEILI, YAMAUCH]I,
LOWE, 2004). Numerosos estudos tém sido publicados no tratamento também de lesdes
tumorais multiplas da pele e em tratamentos paliativos (ROBERT & CAIRNDUFF,
1995; SVANBERG et al.,1994; KARRER et al., 1995; MORTON et al., 2001). A
associagdo de técnicas também tem sido relatada para aumentar a eficiéncia do
tratamento em CBC nodulares multiplos (THISSEN, SCHROETER, NEUMANN,
2000; MARMUR et al., 2004). Existem também numerosas publicacdes com o MAL
(PIACQUADIO et al, 2004; TOUMA et al, 2004; BRAATHEN et al, 2007; KLEIN et
al, 2008; BABILAS et al, 2010; FANTINI et al, 2011). De forma geral, os tipos de CBC
aprovados para tratamento com a TFD sdo as variedades superficial e nodular, estando
esta ultima restrita as lesdes menores, com até 2mm de espessura (BRAATHEN et al,
2007).

Nos EUA, o ALA est4 aprovado para o uso com luz azul no tratamento de QA.
Em um estudo multicéntrico fase IV, 748 QA em 110 pacientes foram tratadas com
ALA a 20% (Levulan Kerastik®, DUSA, EUA). Ap6s um periodo de incubagao de 14-
18 horas as lesdes foram expostas a luz. A taxa de remissdo foi de 78% apos 12 meses,

sendo a taxa de recorréncia de 19% apds 1 ano (TSCHEN et al, 2006).

As taxas de remissdo apoés TFD com MAL no tratamento das QAs estdo entre
69% e 91% apds 3 meses (LEHMANN, 2007). MORTON et al (2006) compararam a
eficacia da TFD com MAL versus crioterapia em um estudo multicéntrico randomizado
em comparag¢do intraindividuo bilateral pareado. O estudo incluiu 119 pacientes (1501
lesdes). Apds 24 semanas, ambos 0s grupos apresentaram altas taxas de remissdo (TFD
com MAL: 89,1%, crioterapia: 86,1%). Pacientes e observadores prefereriram TFD,

cujos resultados cosméticos foram muito superiores.
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O uso preventivo da TFD em transplantados renais foi estudado em 27
pacientes com QA, CBC ou verrugas. Uma area da face ou do dorso das maos foi
escolhida randomicamente para TFD com MAL, enquanto a outra area ficava como
controle. A pele tratada foi exposta a uma fonte de luz incoerente (570-670, 74j/cm?). A
média de surgimento de novas lesdes foi significantemente maior na area tratada do que
na area controle (9,6 versus 6,8 meses). Apos 12 meses 62% das areas tratadas com

TFD estavam sem lesdes comparadas com 35% das areas controle (WULF et al, 2006).

Apesar dos resultados positivos da TFD, a eficacia da TFD deve ser otimizada
para conseguir maior &xito na erradicagdo de tumores, incluindo os mais espessos, mais
profundos, e ampliar as suas indicagcdes. Estas falhas resultam geralmente de: (i)
liberacdo ndo homogénea do farmaco fotossensivel dentro do tumor ou diferenga
minima dos niveis do mesmo na lesdo e nos tecidos circunjacentes, (ii) pouca
penetragdo da luz em algumas partes do tumor, e/ou (iii) inabilidade em assegurar que o
tumor inteiro esteja adequadamente oxigenado durante todo o periodo de fotoirradiagao

(SZEIMIES, SASSY, LANDTHALER, 1994).

Para aumentar a efic4cia do tratamento com a TFD, pesquisas tém sido feitas na
procura por novos farmacos, fontes de luz mais especificas e de baixo custo e novos
protocolos clinicos experimentais. Estas pesquisas t€ém encontrado um grande impulso
nas abordagens da nanobiotecnologia que possibilita o desenvolvimento de novas
formulacdes de farmacos fotossensiveis, como o ALA, em veiculos nanoestruturados.
Estas nanoestruturas visam especificidade e aumento da penetragdo do pré-farmaco e

assim melhoria dos resultados obtidos com a TFD (SZEIMIES et al, 2010) .

1.9 Nanotecnologia

A nanotecnologia ¢ intrinsicamente multidisciplinar e tem avancado rapidamente
nos ultimos anos, encontrando aplicagdes nas mais diversas areas, desde setores de
energia e eletronica até a industria farmacéutica (DURAN; MATTOSO; MORAIS,
2006).
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O ponto inicial para a nanotecnologia foi considerado a palestra proferida em
29 de dezembro de 1959, por Richard Feynman, no Instituto de Tecnologia da
Califérnia , onde introduziu a fundamentacdo da nanotecnologia (TEDESCO,
SIMIONI, PRIMO, 2007). Na palestra, ele cita que, desde que as leis da natureza
fossem mantidas, um dia seria possivel manipular atomos individualmente, uma idéia
revolucionaria para a época (FEYNMAN, 1959). Entretanto, a analise de estruturas em
escala nanométrica (DURAN; MATTOSO; MORAIS, 2006), se tornou factivel apenas
nos anos 80 devido & invengdo do microscopio de tunelamento e do microscopio de
forca atomica (AFM), os quais contribuiram decisivamente para o desenvolvimento da
Nanociéncia e da Nanotecnologia.

Nanotecnologia ¢ o campo do conhecimento humano cujo dominio incorpora a
manipulagdo individual de 4&tomos, moléculas e estruturas supramoleculares para criar
estruturas materiais e sistemas mais complexos, em escala nanométrica (1nm=1x10"m)
agregando funcionalidades e especificidades (DURAN; MATTOSO; MORALIS, 2006).

As propriedades apresentadas por materiais em escala nanométrica (pelo menos
uma dimensdo no intervalo de 1-100nm), por serem peculiares, tém despertado um
interesse tecnoldgico crescente (FORTINA et al, 2005; SCHEU et al, 2006; LIU &
WEBSTER, 2007). Tais caracteristicas devem-se, sobretudo, a dois fatores: seu efeito
quantico e seu efeito de superficie. O comportamento dos atomos e dos elétrons ¢
determinado pelo efeito quantico. Por outro lado, quanto menor for o tamanho do
material, mais importantes sdo os efeitos de superficie, devido ao aumento da razdo
entre o nimero de atomos que estdo na superficie em relagdo aqueles dispersos em seu
volume, o que provoca um aumento significativo na sua reatividade (MELO &
PIMENTA ,2004; THURMAN, 2006; PISON et al, 2006).

Quando sdo empregados os principios da nanoescala e de técnicas associadas
para entender e transformar biossistemas, recebem a denominacdo de
Nanobiotecnologia (TOMA, 2004; ALINGTON 2004; NASCHIE, 2006;). A
Nanobiotecnologia converge para a Nanomedicina quando procura desenvolver
dispositivos a serem utilizados em procedimentos inovadores de tratamento e
diagndstico precoce e/ou mais preciso de doengas, a fim de preservar a saude humana

(HERR et al, 2006; YUN et al, 2007). Portanto, o impulso da Nanobiotecnologia tem se
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mostrado expressivo em diversas areas da saude, tais como: engenharia genética,
biologia celular, clonagem, medicina fisica, neurologia, medicina dentéria, criogenia e
dermatologia (STEINMETZ et al, 2006).

Os sistemas de carreamento e liberagdo de drogas estdo entre os que possuem
maior potencial de aplicacdo na Nanomedicina. Eles melhoram a eficécia terapéutica,
reduzem efeitos colaterais e toxicidade, e aumentam a biodisponibilidade das drogas.
Dentre os principais sistemas nanosestruturados para carreamento de farmacos e
vacinas, temos os lipossomas, ciclodextrinas, dendrimeros, nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas inteligentes (ROSSI-BERGMANN, 2008).

As particulas poliméricas, ao contrario dos lipossomas, ndo possuem um nucleo
aquoso, mas sim uma matriz sélida constituida de polimero. O farmaco ¢ agregado,
encapsulado ou adsorvido as particulas, e, dependendo do método de preparacdo, pode-
se obter nanoesferas ou nanocapsulas. O farmaco ¢ liberado gradualmente da particula
por erosdo ou difusdo (ROSSI-BERGMANN, 2008).

A vantagem das nanoparticulas poliméricas em relacao aos lipossomos, além do
menor custo dos polimeros em relagdo ao dos fosfolipidios, ¢ a sua maior estabilidade e
durabilidade, o que pode facilitar a estocagem a temperatura ambiente e aumentar o
tempo de prateleira do medicamento. Elas tem sido usadas em proteses ortopédicas, fios
de sutura biodegradaveis, carreadores de DNA (terapia gé€nica) e veiculagdo de
quimioterdpicos para o tratamento de cancer cerebral e de prostata (ROSSI-
BERGMANN, 2008).

Com o objetivo de melhorar a estabilidade, aumentar a penetracdo e reduzir o
tempo de oclusdo foi desenvolvida, para a realizagdo deste trabalho, uma nanoemulsao
lipidica polimérica para veiculagdo do ALA, aplicando a nanotecnologia a terapia

fotodinamica.



2. Objetivos
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2. Objetivo Geral

Investigar a resposta terapéutica e a tolerabilidade a terapia fotodindmica (TFD)
realizada com o acido aminolevulinico (ALA) em nanoemulsdo (NanoALA), por meio

de um ensaio clinico para tratamento de lesdes pré-neoplasicas e neoplésicas da pele.

2.1. Objetivos especificos

1 — Investigar a eficdcia da amostra NanoALA em realizar a TFD em pacientes
com as lesdes de pele: queratose actinica, carcinoma basocelular superficial, doenga de

Bowen.

2 — Comparar a eficacia da TFD realizada com luz em diferentes fluéncias,
provenientes de um mesmo sistema com emissdo de LED, luz vermelha (630nm e

635nm) no tratamento de lesdes da pele.

3 — Investigar a eficacia da NanoALA-TFD com as seguintes varia¢des: tempo de

oclusdo do farmaco, localizacdo da lesdo, tipo histopatoldgico da lesdo.

4 — Investigar os efeitos colaterais e tolerabilidade da NanoALA-TFD no

tratamento de lesdes da pele.

5 — Investigar, por estudo piloto intra-individuo, usando um novo sistema de
quantificagdo, a evolu¢do do campo de cancerizacdo em pacientes submetidos a TFD
realizada por formulagdes derivadas do ALA (NanoALA) e metilaminolevulinato

(MAL).



3. Metodologia
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A descricdo da metodologia sera realizada em duas partes, sendo a primeira
relativa ao tratamento das lesdes localizadas, atendendo aos objetivos especificos
relacionados @ TFD com NanoALA (1 a 4) e a segunda parte, a do estudo piloto em

campo de cancerizagdo (objetivo 5).
Parte I -Tratamento das lesoes localizadas

Nesta parte do trabalho foi realizado um ensaio clinico, aberto e prospectivo com
terapia fotodinamica, utilizando-se o acido 5- aminolevulinico em nanoemulsdo
(NanoALA), no tratamento de queratoses actinicas (QA), carcinoma basocelular

superficial (CBCs) e doenca de Bowen (DB).
3.1. Pacientes

Foram tratados os pacientes com lesdes que preenchiam os critérios de inclusdo
estabelecidos pelo presente estudo, atendidos pelo Programa de Cancer da Pele do DF,
no ambulatério de Dermatologia do Hospital Regional da Asa Norte (HRAN).

Todos os pacientes foram devidamente esclarecidos a respeito do tratamento e
assinaram o Termo de Consentimento (ANEXO), dentro das normas estabelecidas pelo
Comité de Etica de Pesquisa em Humanos e de acordo com as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos da Resolugdo 196 do
Conselho Nacional de Satde, protocolo N° 121/06.

Foram incluidos todos os individuos que apresentavam queratoses actinicas,
carcinomas basocelulares superficiais e doenca de Bowen diagnosticados clinica e
histologicamente, que aceitaram participar do estudo e que obedeceram aos demais
critérios abaixo relacionados:

a) Lesdes de CBCs e DB com didmetro superior a 1 cm foram biopsiadas em
mais de um lugar, tendo sido incluidas, preferencialmente, aquelas que apresentaram até
3 cm de diametro.

b) Tumores que obedeceram a esses critérios, mas localizados em areas de risco,
zona “H” na face (HABIF, 2005), s6 foram tratados quando os pacientes se recusaram

ou nao tiveram condigdes clinicas de se submeter a cirurgia.
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Foram excluidos pacientes com imunossupressdo endogena ou secunddria,

fotossensibilidade, hipersensibilidade ao ALA, gravidez e amamentacao.

3.2. Farmaco fotossensivel (pro-farmaco)

O pro-farmaco 4acido aminolevulinico (ALA) foi utilizado na concentragdo
equivalente a 20%, em preparacdes manipuladas pelo Grupo de Fotobiologia e
Fotomedicina da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto e nomeadas
NanoALA.

Para a producdo do NanoALA, o ALA foi encapsulado em uma nanoemulsdo
polimérica produzida a partir de &cido polilactico-poliglicolico e de lipides
fosfatidilcolina (50:50), com tamanho médio variando de 100 a 300 nm. A nanoemulsio
polimérica de Oleo-em-agua foi preparada na presenca de ALA pelo processo de
emulsificacdo espontinea, conforme descrito na literatura (PRIMO et al, 2011). Em
resumo, a fase organica (acetona ou mistura de solventes organicos) contendo
triglicérides de cadeias médias, fosfolipides de soja naturais e ALA (Dye
Pharmaceutical, Brasil), este Gltimo a uma concentrag¢do final de 20%, foi preparada a
55°C. Subsequentemente, esta solu¢do organica foi adicionada a fase aquosa contendo o
surfactante anidnico, poloxamero 188 (Sigma-Aldrich co., St. Louis, MO, EUA), sob
agitacdo magnética. O solvente organico foi removido por evaporagdo sob pressiao
reduzida a 60°C. Formulag¢des sem a droga fotossensibilizante foram preparadas, sob as
mesmas condigdes, para serem usadas como referéncia para as analises espectroscopicas
e fotobiologica. A amostra foi caracterizada por microscopia eletronica de transmissado e

zeta sizer.

3.3. Equipamento Eletromagnético: Fonte de Luz

O equipamento utilizado neste trabalho foi um aparelho produzido pela empresa
INDUSTRA (SP) que ¢ uma fonte de luz LED (Light Emitting Diodos) de ultra brilho,
constituido por uma parte central e uma haste a qual podem ser acopladas 4 cabecas
aplicadoras (4 spots). Inicialmente foi utilizado o Spot -PDT, lampada desenvolvida
especificamente para a realizagdo de terapia fotodindmica em cancer da pele. Baseado

nos trabalhos da literatura utilizando menores fluéncias e energias, compensados pelo
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maior tempo de exposi¢do (FOSTER et al, 1991; HENDERSON, Bush, Snyder,

2006; SHESADRI et al, 2008), decidiu-se utilizar o Spot —RED, também com LED,
635nm, com maior superficie ativa de LED. O tempo de exposi¢ao foi aumentado de 7
para 20 minutos para compensar a menor energia e fluéncia. Iniciou-se o uso em QA e

em algumas lesdes localizadas. As especificagdes técnicas estdo descritas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1- Especificacdes técnicas das cabecas aplicadoras (“Spot”) do equipamento eletronico

gerador de luz

Spot RED Spot PDT
Comprimento de Onda 635 nm 630 nm
Intensidade Optica 11 mW/cm® 100 mW/cm®
Superficie Ativa dos LED 01 central de 175 195 mm 40 x 80 mm

02 laterais de 85 x 195 mm

3.4. Fluorescéncia

Os estudos de incorporagdo dos farmacos sobre a lesdo e controle de
biodistribui¢do da droga foram feitos com fotografias seriadas realizadas sob a
iluminacdo de luz utravioleta (luz de Wood), emitida por equipamento produzido na
empresa Yoshi (SP). Este procedimento permite 0 monitoramento do consumo do PpIX,

que fluoresce na cor vermelho coral quando iluminada pela luz ultravioleta.

Em alguns casos previamente selecionados foi realizada a espectroscopia de
fluorescéncia do farmaco Protoporfirina IX, detectada por meio de uma sonda e
processada por um software, traduzida entdo para um grafico do “Excel”’(Microsoft),

comparando-se a fluorescéncia antes e apds a TFD.



35

3.5. Protocolo de procedimento

Para o estudo, os pacientes foram separados em dois grandes grupos: Periodo de
oclusdo de 4 horas (como ¢ citado na literatura com o ALA livre a 20% para o
tratamento de QA e CPNM) e periodo de oclusdo de 3 horas, como descrito no
Fluxograma 3.1. Na sequéncia os grupos foram subdivididos de acordo com o tempo de
oclusdo e a fonte de luz spot PDT ou spot RED, sendo denominados protocolos 1, 2 e 3
(P1, P2 e P3), como descrito no Fluxograma 3.1 e na Tabela 3.2. A segunda fonte de luz
foi usada com o objetivo de reduzir a dor e, também pelo fato da mesma tratar uma area

bem maior de uma s6 vez, como descrito no item 3.2.

Fluxograma 3.1- Distribuicio dos grupos e subgrupos submetidos a NanoALA-
TFD

lesdes localizadas

N= 184
Pl
4h de oclusio 3h de oclusiao
n=9l -
spot PDT I
P2 P3
n = 44 n =49
spot PDT spot RED

As lesdes previamente selecionadas por estudos histologicos foram submetidas a
antissepsia com alcool 70%, limpeza da pele com solugdo fisiologica 0,9%, curetagem
superficial e a aplicagdo do farmaco fotossensivel. O volume de 0,ImL de NanoALA
acondicionado em seringas de 1mL foi aplicado em uma area de 5/5cm de diametro
(4rea tratada total = 25cm”) que inclujam, de forma 6bvia, as lesdes. A aplicagdo nas

lesdes neoplasicas teve no minimo 2cm de margem. Em seguida, as areas foram
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ocluidas durante 4 ou 3 horas. Apos o periodo de oclusdo as lesdes foram expostas a
irradiacdo com luz visivel no comprimento de onda desejado (630 nm e 635nm), de

acordo com o protocolo.

Tabela 3.2 - Descricao dos protocolos utilizados de acordo com o tempo de
oclusdo, tipo de fonte de luz, irradidncia, fluéncia, tempo de exposicio e

distancia das lampadas

Numero Tempode Fontede Irradidncia Fluéncia Tempo de Distancia

do oclusao luz (mw/cm®)  (jlem®)  exposi¢io  da fonte
proto- (horas) (635nm) em de luz
colo spot minutos) (cm)
P1 4 PDT- 90 37.8 7 4-7
P2 3 PDT 90 37.8 7 4-7
P3 3 RED 11 13.18 20 7-10

P1, P2 e P3 = Protocolo 1, 2 e 3, respectivamente.

3.5.1 Avaliacao da cura

Documentagdo fotografica das lesdes foi realizada antes do procedimento e no
seguimento do tratamento. Fotografias com a luz de Wood foram realizadas antes e logo
apos o procedimento para monitoramento do processo.

Cerca de sete dias apos o procedimento descrito acima (primeira aplicagdo), foi
realizada uma segunda sessdo (aplicagdo). Os retornos e seguimento clinico ocorreram
com 7, 30 e 90 dias apds o tratamento TFD, com avaliacdo clinica e histopatologica
final. Depois deste periodo, as consultas ocorreram a cada trés meses até se completar
12 meses pds-procedimento. Ao fim de 12 meses os pacientes foram acompanhados a
cada trés ou seis meses, de acordo com seu grau de comprometimento actinico. Diante
de qualquer suspeita de recidiva, os pacientes eram submetidos a reavaliacdo clinica e

histopatologica e, se necessario, a um novo tratamento.
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3.5.2 Avalia¢ao da dor
A dor e ardéncia foram avaliadas, tanto pelo médico quanto pelo paciente,
durante e apo6s o tratamento por uma escala analdégica numérica de dor de zero a 10,

sendo zero auséncia de dor e 10, o valor maximo.

3.5.3 Avaliacao de outros efeitos adversos

A presenca ou auséncia dos efeitos adversos edema, infec¢do, exulceragdo e
ulceracdo foram investigados dentro das duas primeiras semanas apo6s o

tratamento.

3.5.4 Avaliacio do resultado estético

O resultado estético foi avaliado com 4 meses de seguimento, tanto pelo
paciente como pelo médico responsavel, e foi mensurado na escala: ruim, regular,

bom, muito bom e excelente.

3.6. Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio do software SPSS, versdo 16.0 e uso
do programa SAS 9.2. Para efeito de andlise utilizou-se um nivel de significancia de
5%. Para a andlise dos resultados de eficacia nos diferentes protocolos foi empregado o
teste de x-quadrado ou exato de Fisher. Para a comparacdo dos resultados de eficacia ao
longo do tempo foi realizado o teste de log-rank e para os casos em que eram
comparados trés grupos usou-se comparagdes multiplas com ajustamento de Tukey.
Para andlise e comparagdo da intensidade da dor foi utilizado um modelo ANOVA a
dois fatores de variacdo e com interacdo. Quando diferenca entre os fatores foi
detectada, foi empregada a analise com ajustamento de Bonferroni. Para verificagdo da
intensidade média da dor e intensidade dos efeitos colaterais entre as se¢des foram
também empregados o teste ndo paramétrico de Wilcoxon e o teste de simetria de

Boweker, respectivamente.
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Parte II — Campo de cancerizacio
3.7. Pacientes

Baseado nos resultados encontrados, observando-se a fluorescéncia intensa nas
lesdes localizadas, pele fotodanificada e boa tolerabilidade do NanoALA, resolveu-se
fazer um estudo piloto comparativo intraindividuo, quantitativo, usando-se o NanoALA
e o metilaminolevulinato (MAL) para avaliar o campo de cancerizacao.

Para quantificar o campo de cancerizagdo e permitir a avaliacdo das diferengas
entre os dois fotossensibilizantes, foi desenvolvido um software para célculo da area
fluorescente. O tempo de oclusdo foi reduzido para duas horas, tanto para reduzir a dor,
quanto para melhor observar a reducdo da fluorescéncia ao longo do tempo.

Foi realizado um estudo cego, intraindividuo, com trés pacientes portadores de
queratoses actinicas na face. Foram selecionados pacientes que apresentavam
queratoses actinicas de distribuicdo simétrica localizadas sobre areas fotodanificadas.
Lesodes suspeitas de carcinoma basocelular (CBC) e carcinoma epidermoide (CEC),
quando presentes, foram biopsiadas e adequadamente tratadas. Foram excluidos
pacientes com imunossupressdo endogena ou secundaria, fotossensibilidade,
hipersensibilidade ao ALA, gravidez e amamentacao.

3.8. Farmacos fotossensiveis

Nos estudos do campo de cancerizagdo, dois farmacos fotossensiveis foram
usados:
(1) Acido 5-aminolevulinico (ALA) tépico em nanoemulsio- NanoALA,
como descrito no item 3.2.
(i1) Metilaminolevulinato(MAL) — METVIX®. Diponibilizado na forma de
cloridrato de aminolevulinato de metila na concentracdo de 16%,

apresentados na forma de tubos contendo 2g.
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3.9. Procedimento

Foram definidos dois campos de tratamento: hemifaces direita e esquerda,
tratados sequencialmente na mesma sessdo. Em cada hemiface foi aplicado um farmaco,
MAL ou NanoALA, sendo sempre o mesmo fairmaco usado nas sessdes subsequentes.
Foram aplicados 500mg aproximadamente em cada hemiface. A oclusdo foi realizada
com papel filme de PVC e, em seguida, papel de aluminio. O periodo de oclusao foi de
2 horas. Como fonte de luz foi utilizado o spot RED-LED comprimento de onda de 630
nm, 11 mW/em? e 13,18 Jem? (Multiwaves®, Industra, Brasil), durante 10 minutos. O
tempo de iluminagdo também foi reduzido de 20 para 10 minutos para melhor observar
a evolucdo da fluorescéncia ao longo do tempo. A aplicagdo foi realizada em cada
hemiface, separadamente, com a protecdo da exposicdo a luz na outra hemiface.
Durante a exposi¢do a luz a pele foi resfriada com jato de ar frio (Siberian, Industra,
Brasil) e borrifos de 4dgua gelada. Nessa pesquisa foram realizadas 4 sessdes, com
intervalo de 3 semanas entre elas.

O paciente e o avaliador em teste cego desconheciam o que seria aplicado em
cada hemiface. A fluorescéncia apresentada antes e apds a exposicdo a luz foi
documentada por meio de fotografias realizadas com iluminagdo utilizando a luz de
Wood (luz ultravioleta), com escala milimétrica anexada para quantificacdo da area
luminescente. As imagens foram processadas por software de tratamento de imagem,
com quantifica¢do da fluorescéncia da protoporfirina IX (PpIX), nas duas hemifaces,
comparando-se os resultados, tanto intra-individuo, como entre os pacientes.

Para o estudo, as fotos para avalia¢do clinica foram padronizadas e realizadas
com o equipamento OMNIA Imaging System (Canfield Scientif, USA), antes do
tratamento, um més e seis meses depois. A satisfagdo do paciente e do médico obedeceu
uma escala com valores de zero a 5, onde zero era a auséncia de melhora, 1-fraco, 2-
regular, 3-bom, 4-muito bom e 5-excelente. A intensidade da dor era avaliada durante a
sessdo, nos primeiros 15 minutos e primeiras 24 horas, utilizando-se uma escala
analogica numérica de dor, sendo zero a 10, onde zero correspondia a auséncia de dor e

10, dor insuportavel.
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3.10. Analise do campo de cancerizacio pelo Software

A fim de analisar quantitativamente a evolugdo temporal das areas tratadas
segundo o protocolo descrito, relacionadas com a queratose actinica ou fotodano, um
software de imagem de fluorescéncia sensivel foi desenvolvido. Em resumo, este
software grava digitalmente as areas fluorescentes sob iluminagdo da lampada Wood,
utilizando um novo filtro baseado em espaco de cor RGB. Avalia-se a darea
luminescente dentro de uma regido de interesse, no trabalho definida como um poligono
fechado, desenhado com base em aspectos anatdmicos do rosto do paciente, canto
interno e externo do olho, insercdo da orelha e angulo da mandibula. Foi escolhido o
espaco de cor RGB para processamento de imagem devido a sua natureza orientada a
hardware que corresponde a0 modo como os seres humanos percebem as cores, sendo
sensivel ao vermelho, verde e componentes azuis da luz visivel (GONZALES &
RICHARD, 2008).

Além disso, foi implementada neste software uma caracteristica que permite ao
usuario mapear as bordas do campo de canceriza¢do simultaneamente em duas imagens
selecionadas, a original e uma outra processada, permitindo a comparacdo dos
resultados obtidos na andlise da regido saudavel e do campo de cancerizagdo da face do
paciente. Uma descri¢do mais detalhada do software pode ser encontrada em um recente
patente recentemente depositada (INPI-12876-4). Para cada hemiface, as areas totais
calculadas foram representadas em fun¢do do tempo de tratamento (sessdes TFD) e o
tempo de decaimento foi observado comparativamente. Os resultados permitem
avaliagdo das diferencas observadas nas constantes de decaimento do campo de
cancerizacdo (CC) (meia-vida), extensdo da area alvo do CC e reducdo da area fracional

de CC, em termos de nanoencapsulag¢ao ou ndo do fotossensibilizante.
3.11. Analise Estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o software de Segmentacdo Colorimétrica —

Color Seg- INPI 12876-4.



4. Resultados
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4.1 Caracterizacao da amostra NanoALA

A Fig. 4.1 ilustra dados relacionados com a caracterizagdo da NanoALA. A
Fig.4.1A propde um esquema de nanocédpsula (NC) suspensa na nanoemulsdo: na
estrutura fosfolipidica da nanocapsula, as extremidades lipofilicas das moléculas estdo
voltadas para o interior oleoso, enquanto as cabecas polares estdo voltadas para o
exterior. A Fig.4.1B mostra uma micrografia tipica da nanoemulsdo, obtida por
microscopia eletronica de transmissdo (MET), realizada para que se estime o tamanho
das nanocapsulas presentes na amostra. E possivel observar que nas nanocépsulas
suspensas as camadas fosfolipidicas aparecem como anéis escuros envolvendo contetdo
oleoso interno mais claro.

As Fig. 4.1C e 4.1D mostram as curvas tipicas de distribuicdo de tamanho
(diametro) e potencial zeta (carga elétrica) obtidas para a nanocapsula contendo ALA,
enquanto a Tabela 4.1 resume os valores obtidos (tamanho, dispersdo de tamanho e
carga elétrica).

O aumento de tamanho da NC-ALA comparado a NC, sugerindo o ancoramento
das moléculas de ALA na superficie externa da NC, pode ser observado a partir da
Tabela 4.1. Adicionalmente, o aumento médio de 15nm na espessura da parede da NC
explica o surgimento de uma cobertura bem estruturada, baseada em ligacdes
moleculares, que sugere a origem da alta estabilidade do produto final. Além disso, os
dados do potencial zeta incluidos na Tabela 4.1 revelam uma redug@o substancial, de -
40,3mV para -51,4mV, como resultado do nanoencapsulamento do ALA, representando
uma mudanga significativa da superficie externa da NC, supostamente decorrente do

ancoramento das moléculas do ALA.
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Figura 4.1 — (A) Desenho representando a nanoemulsdo produzida; (B) micrografia
eletronica de transmissdo tipica da nanoemulsdo; (C) distribuicdo de tamanho
hidrodinadmico tipico da nanoemulsdo contendo ALA (NanoALA), obtido por meio da
medi¢do dinamica de espalhamento de luz; (D) distribui¢do de potencial zeta tipica da
nanoemulsdo contendo ALA (NanoALA), obtida por medicao de electroforese.

Tabela 4.1 - Parametros fisico-quimicos de nanocapsulas vazias (NC) e
nanocapsulas contendo ALA (NC-ALA).
Amostras

NC NC-ALA
Tamanho (nm) 180,0 210,2
Dispersdo do 0,08 0,16
tamanho
Potencial zeta -40,3 -51,4
(mV)
Solubilidade Aquosa aquosa
Estabilidade
fisico-quimica 90 90
(dias)

Mecanismo de
PDT

- Tipo 11 ('O,)
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PARTE I — Terapia fotodinAmica nas lesoes localizadas
4.2 A amostra NanoALA e intensidade de fluorescéncia

A comprovagdo de que a amostra NanoALA poderia ser util na TFD foi obtida
por exames de fluorometria que, por emprego da luz de Wood, permite que se visualize,
em vermelho coral (Fig. 4.2A), a protoporfirina [X (PpIX) produzida. Dez pacientes
portadores de 11 lesdes foram submetidos a exames de fluorimetria, e observou-se uma
nitida correlacdo entre a intensidade da fluorescéncia e os dados obtidos pelo
fluorimetro (ver Fig. 4.2). Observa-se que a exposi¢do a luz reduz a fluorescéncia de
mais de 900 unidades de intensidade para menos de 200 unidades, intensidade esta

quase semelhante a da pele normal controle.
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Figura 4.2 - Intensidade da fluorescéncia detectada em uma lesdo de carcinoma
basocelular superficial apoés 4 h de oclusdo com NanoALA. A- Fluorescéncia em
vermelho coral evidenciada pela luz de Wood. B- Representagdo grafica da
fluorescéncia detectada por um sensor (espectroscopia) e transcrita em representacao
grafica, pouco antes da iluminagdo com luz vermelha ( LED, 630nm). C- Intensidade da
iluminagdo logo apds a iluminagdo. D- Intensidade da fluorescéncia na pele normal
(controle).
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4.3 Caracterizacio da amostra de pacientes e das lesdes tratadas

O tratamento NanoALA-TFD foi realizado em 65 pacientes ¢ 184 lesdes. Com
idade entre 23 e 88 anos, a maioria dos pacientes tratados era do sexo feminino (62%) e
apresentava os tipos 1 e 2 pela classificagdo de Fitzpatrick (75%), conforme detalhado
na tabela 4.2. O didmetro das lesdes variou de 0,1 a 6 cm de didmetro com média de
1,30 + 0,08 cm. Nota-se que cerca de 87% das lesdes tinham didmetro inferior a 3 cm.

Tabela 4.2 - Distribuicido dos pacientes de acordo com a idade e sexo e distribuiciao das
lesdes de acordo o diagnéstico e localizacao.

N° de pacientes 65
Sexo feminino, n (%) 40 (61,5%)
Sexo masculino, n (%) 25 (38,5%)

Idade em anos, média 59

Mediana 60
Minima 23
Maxima 88
Desvio padrao 15

Classificacdo da pele segundo Fitzpatrick

Tipo 1 20 (30,8%)
Tipo 2 29 (44,6%)
Tipo 3 8 (12,3%)
Tipo 4 3 (4,6%)
Sem informacgao 5(7,7%)
N° de lesoes tratadas: 184
Diagnostico das lesdes tratadas
Queratoses actinicas 120 (65,2%)
Carcinoma basocelular superficial 45 (24,5%)
Doenca de Bowen 19 (10,3%)
Localizacio das lesoes
Face 124 (67,4%)
Tronco 32 (17,4%)
Membros superiores 18 (9,8%)
Membros inferiores 10 (5,4%)
Tamanho das les6es em cm:
<1 86 (46,7%)
1-2 56 (30,4%)
2-3 17 (9,2%)
3-4 17 (9,2%)

o4 8 (4,3%)
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4.4 Eficacia da NanoALA-TFD nos pacientes

Os 65 pacientes incluidos neste estudo apresentaram queratoses actinicas,
carcinomas basocelulares superficiais e doenca de Bowen, conforme diagndstico clinico
e histoldgico. Apés 3 e 12 meses do tratamento com NanoALA, foram novamente
examinados. Aos trés meses, 83% (54/65) dos pacientes apresentaram cura clinica e
17% (11/65), remissdo parcial. Na visita dos 12 meses, 94% (48/51) dos pacientes em
seguimento apresentaram cura clinica em todas as lesdes, enquanto a taxa de recidiva

foi de 6% (3/51) (Fig. 4.3).
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Figura 4.3 — Frequéncia (%) de cura dos pacientes tratados com NanoALA-TFD apo6s 3 e 12 meses (M)
de seguimento.

4.5 Eficacia da NanoALA-TFD nas lesoes

As respostas clinicas foram também contabilizadas segundo o nimero de lesdes
tratadas (184). A Fig. 4.4 mostra os resultados de cura clinica obtidos 3 e 12 meses apds
a ultima sessdo de TFD, tanto para o conjunto das 184 lesdes, quanto para cada lesdo
diagnosticada (QA, CBCs e DB). Observa-se que as frequéncias de cura clinica sdo
expressivamente altas, em geral maiores do que 90%. O unico tipo de lesdo que

apresenta queda na frequéncia de cura aos 12 meses em relacio ao que havia



apresentado aos 3 meses € a queratose actinica. Por outro lado, as lesdes cancerigenas
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CBC e DB apresentam aumento na frequéncia de cura ap6s 12 meses do tratamento,

chegando a 100% no caso de DB.
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Figura 4.4 — Frequéncia (%) de cura clinica investigada 3 e 12 meses apds TFD
com NanoALA, de acordo com o total de lesdes e tipo de lesdo diagnosticada. QA
= queratoses actinicas, CBC=carcinoma basocelular, DB=doenc¢a de Bowen.

As respostas clinicas relacionadas ao total de lesdes, aos 3 e 12 meses ap6s TFD,

estdo detalhadas na Tabela 4.3. Dados referentes a cada um dos diagndsticos (QA, CBC,

DB), com os respectivos nimeros de remissdes parciais (RP), recidivas (RE), tempo de

seguimento insuficiente e interrup¢do de tratamento (IT) estdo também incluidos. O

percentual de lesdes que tiveram cura clinica completa at¢ 3 meses foi de 94%

(173/184), enquanto seis por cento (11/184) tiveram remissao parcial. Aos 12 meses, 0s

dados sofreram pouca alteragdo, sendo 90,4% (141/156) os que tiveram cura clinica e

9,6% (15/156) os que apresentaram recidiva das lesdes. Se forem considerados todos os

dados acumulados em 12 meses, ou seja, incluidos no total os valores de IT, constata-se

6% (11/184) de remissdes parciais e 8,15% (15/184) de recidiva.
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Tabela 4.3 Resposta clinica ao NanoALA-TFD das lesdes de pele de acordo com o
diagnostico, 3 e 12 meses de seguimento

Tipo de % de Cura Clinica RP RE IT*
lesdo (N° resposta clinica do tumor/
N° lesdes N° tumores tratados
3m 12m
Total 94,0% 90,4% 6% 8,15% 10,3%
184 (173/184) (141/156) (11/184) (15/184)) (19/184)
QA 95% 86,5% 5% 13,4% 20%
120 (114/120) (90/104) (6/120) (14/104) (24/120)
CBCs 91% 97,3% 9% 2,7% 11,1%
45 (41/45) (36/37) (4/45) (1/37) (5/45)
DB 89,4% 100% 1% 0% 15,5%
*19 (17/19) (16/16) (3/19)

TFD: terapia fotodindmica; NanoALA: ALA em nanoemulsdo; CC — cura clinica; RP-
remissdo parcial; RE-recidiva; IT-interrup¢do de tratamento= numero de lesdes que foram
excluidas do célculo de 12 meses por remissdes parciais e interrup¢do do seguimento por
perda de contato ou tempo de seguimento insuficiente (que ainda ndo chegaram aos 12
meses); QA: queratose actinica; CBCs: carcinoma basocelular superficial; DB: Doencga de
Bowen

* Dois pacientes com remissdo parcial foram submetidos a nova TFD e obtiveram cura

Dos pacientes que compareceram as consultas nos periodos de 18, 21, 24 e 30
meses (quando foram observadas 102, 76, 42 e 35 lesdes, respectivamente), cujos dados
ndo constam da tabela, 100% das lesdes apresentavam, no que diz respeito ao seu
aspecto clinico, remissdo total. O niimero de pacientes que ndo havia completado o
tempo de seguimento referente a cada periodo de tempo acima foi de 28, 52, 80 e 80,
respectivamente. A medida que o periodo de tempo do estudo aumenta, diminui o total
de lesdes estudadas por perda de contato com paciente que, neste caso, foi de 29, 31, 37,
44, respectivamente. Considerando o tempo médio de seguimento de 18 meses, as taxas

acumuladas de cura clinica foram 87,5%, de remissao parcial 4,3% e de recidiva 8,15%.

4.6 Caracterizacdo da amostra das lesdes de acordo com o tipo de lesido
diagnosticada (QA, CBC, DB) e protocolo usado (P1, P2,P3)

A Tabela 4.4 apresenta a distribuicdo das lesdes de acordo com os protocolos P1
a P3 descritos na metodologia, a qual detalha a irradidncia, fluéncia, tempo de
exposicao e distancia das fontes de luz utilizadas em cada protocolo. Vé-se que a
maioria das lesdes foi tratada com o protocolo P1 (91/184), enquanto quantidades

aproximadamente iguais de lesdes foram tratadas com os protocolos P2 e P3 (44 e 49,
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respectivamente). A maioria das lesdes era do tipo QA (65,2%), sendo menos

frequentes as diagnosticadas como Doenc¢a de Bowen (10,3%).

Tabela 4.4 - Distribuicio das lesdes de acordo com o tipo de lesdo diagnosticada (QA,
CBC, DB) e protocolo usado (P1, P2, P3)

Nimero do Tempode  Fonte de Diagnostico
protocolo oclusio luz
em horas (635nm)
spot
QA CBCs DB Total

P1 4 PDT 63 24 4 91
P2 3 PDT 26 12 6 44
P3 3 RED 31 9 9 49
total 120 45 19 184

4.7 Eficacia da NanoALA-TFD de acordo com o tempo de oclusio e fontes de luz

Na Tabela 4.5 estdo descritos os percentuais de cura de acordo com tempo de
oclusdo, fontes de luz, e os dois fatores simultaneamente (P1, P2 e P3) para 3 meses de
seguimento, enquanto na Tabela 10, os mesmos dados sdo apresentados para 12 meses
de seguimento. Para se comparar as propor¢des de cura clinica entre os tempos de
oclusdo, entre as fontes de luz e entre os protocolos P1, P2 e P3 foi empregado o teste
de Qui-quadrado ou exato de Fisher.

Em relacdo aos 3 meses, observa-se que com 3 horas de oclusdo obtém-se
porcentagem de lesdes com cura clinica significativamente maior do que a porcentagem
de lesdes com cura clinica apos 4 horas de oclusdo (P2 e P3 versus P1; P2 versus P1; P3
versus P1) (Tabela 4.5).

O uso das duas fontes de luz, ou seja, Spot-PDT versus Spot- RED (P1+ P2
versus P3), ndo levou a diferengas estatisticamente significativa na frequéncia de cura
clinica das lesoes (Tabela 4.5).

Aos 12 meses de seguimento (Tabela 4.6), o uso de diferentes tempos de
oclusdo ou de diferentes fontes de luz ndo influiu significativamente nos percentuais de

cura clinica.
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Tabela 4.5 — Frequéncia de cura de acordo com os tempos de oclusio, e as fontes de luz
aos 3 meses apdés TFD para todas os diagnésticos

3 meses Cura Clinica” Remissio parcial p - valor*
% (n) % (n)

Tempo de Oclusdo 0,0046
4h 89,0% (81) 11,0% (10)
3h 98,9% (92) 1,1% (1)

Fonte de Luz 0,0692
PDT 91,9% (125) 89,1% (11)
RED 100,0% (48) 0,0% (0)

Protocolo 0,0163
4h PDT (P1) 89,0% 81) 11,0% (10)
3h PDT (P2) 97,8% (44) 2,2% (1)
3 h RED(P3) 100,0% (48) 0,0% (0)

* Resultados expressos em freqiiéncia (%);* valores de p referentes a cura clinica

Tabela 4.6 — Frequéncia de cura de acordo com os tempos de oclusio e as fontes de luz
aos 12 meses ap6s TFD para todos os diagndsticos

12 meses Cura Clinica’ Recidiva” p - valor*
Tempo de Oclusao 0,3995
3h 88,6% (78) 11,4% (10)
4 h 92,6% (63) 7,5% (5)
Fonte de Luz 1,0000
PDT 90,8% (99) 9,2% (10)
RED 89,4% (42) 10,6% (5)
Protocolo 0,7374
4h PDT 92,7% (63) 7,3% (5)
3hPDT 87,8% (36) 12,2% (5)
3h RED 89,4% (42) 10,6% (5)

* Resultados expressos em freqiiéncia (%);* valores de p referentes a cura clinica;
1 Resultados do Teste de Qui-Quadrado ou Exato de Fisher.

Com relacdo as estimativas de cura (Fig. 4.5), o grupo com 4 horas de oclusao
apresentou percentual de cura de 89,2% 12 meses apds tratamento, enquanto aos 18
meses este valor decresceu para 83,4%, entretanto sem diferenca estatistica entre estes
valores (p=0,4097, 95% de intervalo de confianca, teste de Logrank).

A taxa de remissdo ou recidiva no intervalo de 3 a 6 meses foi igual a 1,1 %, e
mostrou tendéncia a crescer nas analises de 12 meses, assumindo o valor de 6,7%.

Os grupos com 3 horas de oclusdo (P2 e P3), ap6s um ano de tratamento,

apresentaram alta previsdo de taxas de cura (97,7%) e, ap6s 18 meses de tratamento,
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este valor decresceu para 86,3%. A taxa de remissdo e/ou recidiva aos 12 meses foi
de 2,3%, chegando a 6,6% aos 18 meses.

Nao se observou diferenga estatistica nas estimativas de cura quando se
comparam as duas fontes de luz, Spot PDT e o Spot RED, ou seja P1+P2 versus P3 (p =
0,7744), mesmo quando se comparam os 3 protocolos P1 vs P2 vs P3 (p = 0,6948 —teste
de Logrank). De forma similar, também ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as estimativas de cura ( p = 0,6275) para os diagnosticos de QA,

CBCs e DB.
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Figura 4.5 - Estimativas de cura para os grupos com 3 horas (P2 +P3) e 4 horas de
oclusdo (P1). Teste de Logrank.

4.8 Avaliacio estética

Os pacientes avaliaram o tratamento como excelente (60,0%), muito bom
(23,1%), bom (9,2%) e regular (3,1%). Concordantes com esta avaliacdo, os médicos
avaliaram o tratamento como excelente (46,2%) ¢ muito bom (38,5%) em 84,7% dos
pacientes, bom em 6 (9,2%), regular em 2 (3,1%) e 1 ruim (1,5%). Nesta avalia¢do

foram considerados ndo somente o aspecto estético, mas também a dor e a cura.
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4.9 Cura clinica em pacientes com queratoses actinicas (QA)

Foram tratados 38 pacientes e 120 lesdes de QA, sendo 26 (68,4%) pacientes do
sexo feminino e 12 (31,6%) do sexo masculino, com idades variando entre 23 e 85 anos.
A maioria dos pacientes tinha a pele classificada como tipo 2, segundo Fitzpatrick. A
maioria das lesdes estava localizada na face (83,3%) e tinha menos que 2cm de
diametro (83,3%). Na Tabela 4.7 estdo descritas as caracteristicas clinicas dos pacientes
e das lesdes.

Tabela 4.7 - Distribuicio dos pacientes portadores de queratoses actinicas (QA) de

acordo com a idade, tipo de pele, e distribuicio das lesdes de acordo com os protocolos
usados, localizacdo e tamanho.

N° de pacientes 38
Idade em anos, média 61

Mediana 63

Minimo 23

Méxima 85
Desvio padrao 13,6
Tipo de pele segundo Fitzpatrik
Tipo 1 12 (31,6%)
Tipo 2 17 (44,7%)
Tipo 3 4(10,5%)
Tipo 4 1(2,6%)
Sem informacao 4 (10,5%)
N° Total de lesdes localizada 120
Distribui¢do nos protocolos:

P1 63

P2 26

P3 31
Localizacio das lesoes

Face 100 (83,3%)

Tronco 7 (5,8%)

Membros superiores 10 (8,3%)

Membros inferiores 3(2,5%)
Tamanho das lesdes
<1 67 (55,8%)
1-2 33 (27,5%)
2-3 8 (6,7%)
3-4 9 (7,5%)

>4 3(2,5%)
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A taxa de cura das lesdes de QA aos 3 meses (pontual) foi de 95%
(n=114/120) e a remissdo parcial ocorreu em 5% (n=6) (Tabela 4.3). Nenhum desses
pacientes foi submetido a uma segunda sessao no periodo de até 12 meses apds a tltima
sessdo de TFD. Dos pacientes que compareceram a visita aos 12 meses, 86,5% (90/104)
apresentaram cura clinica e 13,4% (n=14) recidivaram. Houve perda de contato de
pacientes portando 11 lesdes (Tabela 4.3).

Dos pacientes que compareceram as consultas nos periodos de 18, 21 e 24 meses
(71, 52, e 27 lesoes, respectivamente), 100% apresentavam aspecto clinico de remissao
total das lesdes. Destes, 9, 28 e 47 pacientes, respectivamente, ndo haviam completado
o tempo de seguimento respectivo para cada periodo de tempo acima citado. O nimero
de lesdes por perda de contato com paciente foi de 20, 20 e 26, respectivamente.

A média de seguimento foi de 15,6 meses e a taxa de cura de 83,3% (100
lesdes). Aos 12 meses, o numero de lesdes cumulativas com remissao parcial foi de 5%
(6) e o de recidivas, de 11,7%. A taxa estimada de cura completa foi de 92,9% para 1
ano e 83,2% para 1 ano e meio de tratamento.

Nas tabelas 4.8 ¢ 4.9 estdo descritas as respostas clinicas para os tempos de 3 e
12 meses de seguimento, respectivamente. Foi empregado o teste de Qui-quadrado para
comparar as propor¢des de cura para os tempos de 3 e 4 horas de oclusdo e destes com
as fontes de luz, juntos ou separadamente, conforme protocolos P1, P2 e P3. O
percentual de cura aos 3 meses para o periodo de oclusdo de 3 horas foi estatisticamente
superior ao de 4 horas. Para as demais comparacdes ndo houve diferenga
estatisticamente significativa.

Tabela 4.8 Resposta clinica das queratoses actinicas a TFD no periodo de 3 meses de
acordo com os diferentes protocolos

Cura Clinica’ Remissio parcial p - valor’
Tempo de Oclusao 0,0285
3h 57 (100,0%) 0 (0,0%)
4h 57 (90,5%) 6 (9,5%)
Fonte de Luz 0,1972
PDT 83 (93,3%) 6 (6,7%)
RED 31 (100,0%) 0 (0,0%)
Protocolo 0,0654
4h PDT 57 (90,5%) 6 (9,5%)
3hPDT 26 (100,0%) 0 (0,0%)
3h RED 31 (100,0%) 0 (0,0%)

p =95% de intervalo de confianga.



Tabela 4.9 Resposta clinica das queratoses actinicas a TFD no periodo de 12
meses de acordo com os diferentes protocolos
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Cura Clinica’ Recidiva p- valor*
Tempo de Oclusao 0,3996
3h 47 (83,9%) 9 (16,1%)
4 h 43 (89,6%) 5(10,4%)
Fonte de Luz 1,0000
PDT 63 (86,3%) 10 (13,7%)
RED 27 (87,1%) 4 (12,9%)
Protocolo 0,5713
4h PDT 43 (89,6%) 5(10,4%)
3hPDT 20 (80,0%) 5(20,0%)
3 hRED 27 (87,1%) 4 (12,9%)

* Resultados expressos em freqiiéncia (%). § Resultados do Teste de Qui-
Quadrado ou Exato de Fisher. p =95% de intervalo de confianca.

4.10 Eficacia e localizaciao das lesdes

Foram avaliados os percentuais de cura de acordo com a localizagdo, como

descrito nas tabelas 4.10 e 4.11. Aos 3 meses de seguimento a porcentagem de lesdes

com cura clinica na face e na regido cervical e tronco foram estatisticamente maiores

que a porcentagem de lesdes com cura clinica nos membros superiores e inferiores. Aos

12 meses ndo mais houve diferenca significativa entre estes valores.

Tabela 4.10 - Resposta clinica das queratoses actinicas a TFD no periodo de 3 meses de
acordo de acordo com a localizacao

Cura Clinica” Remissio parcial p - valor’
Localizacao 0,0281
Face 97 (97,0%) 3 (3,00%)
Regido Cervical + 7 (100,0%) 0 (0,0%)
Tronco
MMSS 8 (80,0%) 2 (20,0%)
MMII 2 (66,7%) 1 (33,3%)

* Resultados expressos em freqiiéncia (%);  Resultados do Teste de Qui-Quadrado (95% de

intervalo de confianca)
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Tabela 4.11 - Resposta clinica das queratoses actinicas a TFD no periodo de 12 meses de
acordo de acordo com a localizacao

Cura Clinica” }lecidiva p - valor’
Localizacio 0,8061
Face 74 (85,1%) 13 (14,9%)
Regido Cervical + 7 (100,0%) 0 (0,0%)
Tronco
MMSS 7 (87,5%) 1 (12,5%)
MMII 2 (100,0%) 0 (0,0%)

* Resultados expressos em freqiiéncia (%); § Resultados do Teste de Qui-Quadrado (95%
de intervalo de confianga).

4.11 Cura Clinica em pacientes com carcinoma basocelular superficial

Foram tratados 33 pacientes aos quais correspondiam 45 lesdes de CBCs. Entre
estes, 20 (60,6%) pacientes eram do sexo feminino e 13 (39,4%), do sexo masculino,
com idade variando entre 26 e 83 anos. Da mesma forma que observado para as QA, a
maioria dos pacientes apresenta o tipo 2 na classificacdo de Fitzpatrick. A Tabela 4.12
descreve as caracteristicas clinicas dos pacientes e das suas lesoes.

As respostas clinicas das lesdes de CBCs com 3 e 12 meses ap6s a ultima sessdo
de TFD, ja mencionadas anteriormente, estdo demonstradas na Fig 4.4 e na Tabela 4.3.
O percentual de lesdes que tiveram cura clinica completa até 3 meses foi de 91%
(41/45). Nove por cento tiveram remissdo parcial (4/45). Aos 6 meses, 40 lesdes
permaneceram com cura completa e houve uma perda de contato. Aos 12 meses, 97,3%
(36/37) permaneceram com cura clinica e 1 (2,7%) recidivou. Quatro lesdes
apresentaram remissao parcial, porém apenas uma foi novamente tratada apresentando-
se curada apos esta ultima sessdo. Com 12 meses de tratamento, o total acumulado foi
de 3 remissdes parciais (6,7%) e 1 recidiva (2,2%). Duas lesdes tinham tempo de
seguimento insuficiente e 3 perderam o contato.

Dos pacientes que compareceram as consultas nos periodos de 18, 21, 24 e 30

meses, quando foram observadas 23, 19, 14 e 11 lesdes, respectivamente, 100%
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apresentavam aspecto clinico de remissdo total. O niimero de pacientes que nao

haviam completado o tempo de seguimento respectivo para cada periodo de tempo
acima citado era de 10, 13, 18 e 18 respectivamente, enquanto o ntimero de lesdes por
perda de contato com paciente foi de 7, 8, 8 e 11 respectivamente. Nove pacientes
apresentavam tempo de seguimento superior a 30 meses e desses, 2 tinham 67 meses.

Todos permaneceram curados.

Tabela 4.12 - Distribuicio dos pacientes portadores de CBCs de acordo com a idade,
tipo de pele, e distribuicio das lesdes de acordo com os diferentes protocolos, localizacio
e tamanho

N° de pacientes 33
Idade em anos, média 57

Mediana 56

Minimo 26

Maxima 83
Classificacdo da pele segundo Fitzpatrick
Tipo 1 11 (33,3%)
Tipo 2 16 (48,5%)
Tipo 3 5(15,2%)
Tipo 4 0
Sem informacgao 1 (3,0%)
Total de lesdes localizadas 45
Distribui¢do nos protocolos:

P1 24

P2 12

P3 9
Localizacio das lesoes

Face 19 (42,2%)

Tronco 20 (44,4%)

Membros superiores 5(11,1%)

Membros inferiores 1(2,2%)
Tamanho das lesdes em cm:
<1 15 (33%)
1-2 18 (40%)
2-3 4 (9%)
3-4 4 (9%)
>4 4 (9%)

A média do tempo de seguimento foi de 16,3 meses com total acumulado de 3
remissdes parciais e uma recidiva. A taxa projetada livre de doenga apds 12 meses de

TFD foi de 92,8% e de 87,3% com 18 meses de seguimento.
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Entre as 33 lesdes de CBCs com menos de 2 cm de diametro, 02
apresentaram remissdo parcial e estavam localizadas uma em face (1,0cm) e outra em
tronco com 1,0cm (5,8%). Houve uma recidiva com 12 meses (2,9%). A taxa de cura
foi de 94% aos 3 meses e 97% aos 12 meses.

Das 12 lesdes com didmetro superior a 2 cm, duas tiveram remissdo parcial,
sendo uma localizada em face (2,5cm) e outra em tronco (4cm). Dessas 11 lesdes
nenhuma teve recidiva com acompanhamento de até 42 meses, com exce¢do de uma,
localizada na face, com 2cm de diametro, que foi submetida a nova TFD.

A Fig. 4.6 demonstra o resultado clinico de uma lesdo de CBCs tratada com

NanoALA-PDT.

4.12 Cura clinica de Carcinoma Basocelular e Doenca de Bowen segundo periodo
de oclusiao, fontes de luz,protocolos e localizacio

Devido ao reduzido ntimero de lesdes de DB e seu menor tempo de seguimento,
essas lesoes foram agrupadas as do CBCs para as andlises de cura em acordo com os
periodos de oclusdo, fontes de luz (protocolos P1, P2 e P3) e localizagdo.

As respostas clinicas das lesdes de CBCs e DB aos 3 e 12 meses de seguimento
estdo respectivamente descritas nas tabelas 4.13 ¢ 4.14. Foi empregado o teste de Qui-
quadrado para comparar as propor¢des de cura para os protocolos P1, P2 e P3, isto &,
para os tempos de oclusdo e fontes de luz juntos e separadamente. Nao houve diferenca

estatisticamente significativa para nenhuma das comparagdes.

Tabela 4.13 - Resposta clinica das lesées de CBCs e DB a NanoALA-TFD no periodo de
3 meses de acordo com o tempo de oclusiio, fontes de luz e diferentes protocolos

Cura Clinica’ Remissio parcial’ p - valor’
Tempo de Oclusao 0,1590
3h 35 (97,2%) 1 (2,8%)
4h 24 (85,7%) 4 (14,3%)
Fonte de Luz 0,3131
PDT 42 (89,4%) 5 (10,6%)
RED 17 (100,0%) 0 (0,0%)
Protocolo 0,2157
4h PDT 24 (85,7%) 4 (14,3%)
3hPDT 18 (94,7%) 1 (5,3%)
3h RED 17 (100,0%) 0 (0,0%)

* Resultados expressos em freqiiéncia (%).f Resultados do Teste de Qui-Quadrado ou
Exato de Fisher. p = 95% de intervalo de confianca.



Figura 4.6 — Carcinoma basocelular superficial em paciente de 80 anos, tratado com
NanoALA-TFD. A- lesdo antes do tratamento. B- Fluorescéncia antes da aplicacdo da
luz. C — Lesdo 18 meses ap6s NanoALA-TFD, spot PDT, 37,8j/cm’.
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Tabela 4.14 - Resposta clinica das lesdes de CBCs e DB a NanoALA-TFD no
periodo de 12 meses de acordo com o tempo de oclusio, fontes de luz e diferentes
protocolos

Cura Clinica’ Recidiva p- valor*
Tempo de Oclusao 1,0000
3h 31 (96,9%) 1 (3,1%)
4 h 20 (100,0%) 0 (0,0%)
Fonte de Luz 0,3077
PDT 36 (100,0%) 0 (0,0%)
RED 15 (93,7%) 1 (6,3%)
Protocolo 0,6154
4h PDT 20 (100,0%) 0 (0,0%)
3hPDT 16 (100,0%) 0 (0,0%)
3 hRED 15 (93,7%) 1 (6,3%)

* Resultados expressos em freqiiéncia (%), I Resultados do Teste de Qui-Quadrado ou
Exato de Fisher. p (95% de intervalo de confianca).

Nas tabelas 4.15 e 4.16 estdo descritas as respostas clinicas aos 3 e 12 meses de
seguimento respectivamente das lesdoes de CBCs e DB de acordo com a localizagdo. Foi
empregado o teste de Qui-quadrado para comparar as propor¢des de cura para as
localizagdes de face, regido cervical e tronco, membros superiores (MMSS) e membros
inferiores (MMII). Observa-se que a frequéncia de cura de CBCs e DB , aos 3 meses,

nao diferiu estatisticamente de acordo com as diferentes localizagdes (Tabela 4.15).

Tabela 4.15 - Resposta clinica das lesdes CBCs e DB de acordo com a localizagido
para o periodo de 3 meses de seguimento

Cura Clinica” Remissio parcial  p - valor*
Localizac¢ao 0,7335
Face 22 (91,7%) 2 (8,3%)
Regido Cervical + 22 (88,0%) 3 (12,0%)
Tronco
MMSS 8 (100,0%) 0 (0,0%)
MMII 7 (100,0%) 0 (0,0%)

Resultados expressos em freqiiéncia (%).} Resultados do Teste de Qui-Quadrado. p
(95% de intervalo de confianca).
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Da mesma forma, aos 12 meses da TFD, também ndo foram observadas

diferencas estatisticas relativas as diferentes localizagdes das lesdes (Tabela 4.16).

Tabela 4.16 - Resposta clinica das lesdes CBCs e DB de acordo com a localizagiao
para o periodo de 12 meses de seguimento

Cura Clinica” Recidiva’ p - valor*
Localizac¢ao 1,0000
Face 20 (95,2) 1 (4,8)
Regido Cervical + 19 (100,0) 0 (0,0)
Tronco
MMSS 6 (100,0) 0 (0,0)
MMII 6 (100,0) 0 (0,0

* Resultados expressos em freqiiéncia (%).§ Resultados do Teste de Qui-quadrado

. p (95% de intervalo de confianga).

4.13 Resposta clinica da Doenca de Bowen apos NanoALA-TFD

Foram tratados 13 pacientes e 19 lesdes de DB, conforme caracteristicas clinicas
de pacientes e das lesdes descritas na Tabela 4.17. Seis pacientes (46,2%) do sexo
feminino e 7 (53,8%) do sexo masculino, com idade variando entre 45 e 85 anos.
Também para os pacientes com DB, o tipo 2 segundo classifica¢do de Fitzpatrick foi o
mais comum (30,8%). A maioria das lesdes tratadas tinha tamanho menor que 3 cm
(73,7%). Dois pacientes eram portadores de 4 lesdes cada um. O restante possuia lesdes
unicas estao.

A Figura 4.7 demonstra o resultado clinico de um paciente portador de DB em
areas extensas, bilateralmente. As Figuras 4.8 A, B, C e D representam o detalhe de
cada hemiface antes e apds tratamento.

Ap6s 1 ano de tratamento, 100% das lesdes de DB estavam curadas. A média de
seguimento foi de 12,5 meses (3-21 meses). Apenas 1 paciente tinha seguimento
superior (41 meses) e apresentava-se curado. Constataram-se duas remissdes parciais
que depois de submetidas as sessoes adicionais as taxas de cura a partir de 12 meses
passaram a ser de 100%, assim permanecendo nos seguimentos de 12 (n=16), 15
(n=10), 18 (n=8) e 21 (n=5) meses. A partir de 12 meses houve perda de contato com 2
pacientes, e o restante ndo havia completado tempo de seguimento para a visita

correspondente.
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Tabela 4.17 Distribuicao dos pacientes portadores de Doenca de Bowen de acordo com a
idade e sexo, e, das lesdes de acordo o diagnoéstico e localizagao.

N° de pacientes 13
Idade em anos, média 66
Mediana 68
Minimo 45
Méxima 85
Desvio padrédo 14
Classificacdo da pele segundo Fitzpatrick
Tipo 1 3(23,1%)
Tipo 2 4(30,8%)
Tipo 3 2(15,4%)
Tipo 4 3(23,1%)
Sem informagao 1(7,7%)
Total de lesdes localizadas 19
Distribui¢do nos protocolos:
P1 4
P2 6
P3 9
Localizacio das lesoes
Face 5(26,3%)
Tronco 5(26,3%)
Membros superiores 3(15,8%)
Membros inferiores 6(31,6)
Tamanho das lesoes
0,5al1lcm 4(21,1%)
1-2cm 5(26,3%)
2-3cm 5(26,3%)
3-4cm 4(21%)
>4cm 1(5,3%)

Os dois pacientes com remissdo parcial submeteram-se ha mais 1 e 2 dois
tratamentos respectivamente. Ambos apresentavam comorbidades importantes sendo
que o segundo (85 anos), era desnutrido, portador de insuficiéncia renal ainda
controlada clinicamente. O primeiro tinha pele tipo 3 o segundo pele tipo 4
(classificacdo de Fitzpatrick). Ambos apresentavam lesdes de 3 cm localizadas em
regido pré-esternal com limites imprecisos. Ambas as lesdes foram biopsiadas em mais
de um ponto para diagndstico mais preciso. A histopatologia pds tratamento de ambas
as lesdes demonstrou auséncia de DB.

Com relagdo as estimativas de cura, para 1 ano foi de 100% e para 18 meses de

90,91%.
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A B

Figura 4.7 — Doenca de Bowen bilateral, compromentendo areas extensas em regides malares
direita e esquerda, tratadas com NanoALA-TFD, 3 horas de oclusdo. A- Antes do tratamento.
B- Seis meses ap6s o tratamento. Observa-se o excelente resultado cosmético. Sem evidéncias
de recidiva clinica 24 meses apos o tratamento.
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A B

Figura 4.8- Regides malar e massetérica direitas em detalhe (Figura 4.7). A- Antes do
tratamento. B — Seis meses apods tratamento. A fonte de luz utilizada foi LED spot PDT, 90
mW/cm?, 37,8 J/cm?, 7 minutos de exposicao.

A B

Figura 4.9 — Regides malar e massetérica esquerdas em detalhe (Figura 4.7). A- Antes do
tratamento. B — Seis meses apos tratamento. A fonte de luz utilizada foi LED —spot RED,
l1mw/cm?®, 13,18j/cm’, 20 minutos de exposi¢io. Observa-se a melhora da cicatriz ¢ o
excelente resultado clinico e cosmético.
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4.14 NanoALA-TFD e intensidade de dor

Ao se agrupar as lesdes QA, CBCs e DB e analisar os efeitos do tempo de
oclusdo na dor verifica-se que a intensidade média da dor com 4h de oclusdo (5,8 + 3.,4)
foi estatisticamente maior do que com 3 h de oclusdo (4,3 £ 2,4) (p=0,0020) (Fig 4.10).

O tipo de fonte de luz (Fig. 4.11) e os diferentes diagnoésticos (Fig.4.12) ndo
influenciaram na intensidade da dor (p=0,9551 e p=7977).

Distribution of Dor1

Dor1

0 RN S —1

T T
3 hs de Oclusdo 4 hs de Oclusdo
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Figura 4.10 Intensidade da dor em todas as lesdes para os periodos de 3 e 4 de oclusdo.
A dor foi mais intensa para o tempo de oclusdo de 4h (p=0,0020).
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Figura 4.11 Intensidade da dor em todas as lesdes de acordo com a fontes de luz
utilizadas. Spot PDT inclui protocolos P1 +P2 e Spot RED relativo ao P3.( p=0,9551).
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Figura 4.12 Intensidade da dor em todas as lesdes de acordo com o diagndstico
(p=7977).
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Na Fig. 4.13 estd representada a intensidade da dor de acordo com a
localizagdo da lesdo. A intensidade média da dor para a localizagdo de face (5,75) foi
estatisticamente superior com relacdo as localizagdes de tronco (media= 3,09 e MMSS
(media=3,38) (p = 0,0001 e p=0,0041). Nao houve diferenca significativa para a face e
MMII (5,10) (p=0,9391 e entre MMII e demais localizagdes (MMII p = 0,3648 e -reg
cervical e tronco- (p= 0,1927) , assim como as demais localizagdes entre si (p=0,9869)
(Fig. 4.130.

Na Fig. 4.14 estdo representados os efeitos da localizacdo da lesdo e das fontes
de luz sobre a intensidade da dor. Nao houve diferenca para as localizagdes entre as
duas fontes de luz (p=0,5041 e p=0,5137).

Como a face foi o local onde a dor foi mais intensa, decidiu-se analisar em

maior detalhe esta localizagdo, como descrito no proximo item.
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Figura 4.13 Intensidade da dor segundo as diferentes localizagdes das lesdes. A
intensidade média da dor para a localizacdo de face foi estatisticamente superior com
relacdo as localizagdes de tronco e MMSS (p=0,0001 e p=0,0041).
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Intensidade média da dor, por tipo de fonte de luz segundo a
localizacao
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Figura 4.14 Comparagao do efeito de dor, por tipo de fonte de luz e localizacdo. A
diferenca foi significativa para a face em relacdo as demais localizagdes nas duas fontes
de luz(p < 0,0001).

4.15 Intensidade de dor localizadas na face segundo tempo de oclusdo e fontes de
luz

Os efeitos do tempo de oclusdo e das fontes de luz PDT e RED na intensidade
média da dor na face estdo representados nas figuras 4.15 e 4.16 que revelam que 4h de
oclusdo (6,68 + 3,43) causa dor de maior intensidade do que 3h de oclusdo (4,88 + 2,20)
(p = 0,0083) (Fig. 4.15). O tipo de fonte de luz (p = 0,9027) (Fig.4.16) e o diagndstico

(p = 0,7836) ndo influenciaram na intensidade da dor.

4.16 Intensidade de dor na primeira e segunda sessdes

A se comparar a intensidade média da dor entre a primeira e segunda sessoes,
cujos valores médios foram 5,11 e 5,10 respectivamente, observa-se que nao houve
diferenga estatisticamente significativa entre as duas sessoes (p=0,9635) (teste ndo

paramétrico de Wilcoxon, nivel de significancia de 5% programa SAS 9.2). O mesmo



aconteceu para a localizag¢do de face, com media de 5,79 na primeira sessdo e 5,63 na

segunda sessao (p=0,7329).
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Figura 4.15 Intensidade da dor para as lesdes localizadas na face para os periodos de 3
e 4 horas de oclusdo. A dor foi mais intensa para o tempo de oclusdo de 4h ( p =
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Figura 4.16 Intensidade da dor de acordo com a fontes de luz utilizada ( p=0,9027).

68



69

4.17 Outros efeitos colaterais

Os efeitos colaterais mais comuns foram o eritema e edema nas lesoes.
Observou-se uma relagdo direta entre as intensidades do eritema e edema logo apds a
sessdo e uma semana apos o tratamento de TFD.

Em duas lesdes houve infeccdo secunddria. Essas duas lesdes pertenciam a um
s0 paciente. O paciente ndo apresentava comorbidades.

Verificou-se que a maioria dos pacientes apresentou eritema e edema, embora
com intensidade variavel. Enquanto 83,7% e 88% dos pacientes apresentavam estes
sintomas logo apds a primeira e segunda sessdes, uma semana apos estas sessdes, 0s
valores decresceram, respectivamente, para 40,2% e 59,2%. Entretanto, a intensidade do
edema e eritema verificados logo apos a primeira sessdo ndo diferiram, estatisticamente,
dos valores observados logo apos a segunda sessdo (p=0,0567 e p=0,0519, teste de
simetria de Bowker). No entanto, a propor¢ao de pacientes apresentando edema uma
semana apos a segunda sessdo foi significantemente maior (54,2%) do que a propor¢ao
dos que o apresentaram uma semana apds a primeira sessao (39,9%, p=0,0002). Nao
houve diferenca estatisticamente significativa com relacdo ao eritema uma semana apos
a primeira e segunda sessoes.

A intensidade do edema, de acordo com a localizagdo das lesdes e os respectivos
protocolos, observada logo apos a primeira sessdo, estdo apresentados na Tabela 4.18. O
eritema e edema foram mais freqiientes e intensos quando localizados na face (4.19).

Na face, o edema intenso foi significativamente mais freqiiente na primeira
sessao (29,75%) em relacdo a segunda (17,36%) ( p=0,0042%). Por outro lado, o edema
foi bem mais freqliente apds a segunda sessdo (42,7% vs 70,2%), apesar de menos
intenso, isto €, com predominio do leve e moderado nesta sessdo (Tabela 4.19). Houve
diferenca estatisticamente significativa quando se compara a intensidade do edema uma

semana apds a primeira e segunda sessodes (p=0,002).



70

Tabela 4.18 Intensidade do edema das lesdes de acordo com a localizacdo, tempo de
oclusiio e fonte de luz (spot-PDT e spot-RED)

Tempo  Spot Intensidade Localizacao
de do Edema

oclusao logo apés

Sessao 1 face Reg tronco MMSS MMII total
cervical

ausente 8 1 0 1 10

4h PDT  leve 17 12 4 2 35
moderado 11 4 4 0 19
intenso 26 0 1 0 27
ausente 10 0 0 4 1 15

3h PDT leve 1 1 4 0 1 7
moderado 8 1 1 2 0 12
intenso 10 0 0 0 0 10
ausente 0 1 0 4 5

3h RED leve 2 5 0 0 7
moderado 31 2 3 0 36
intenso 0 0 0 1 1
Total 124 2 30 18 10 184

Tabela 4.19 Intensidade do edema das lesdes de face logo apés e 1 semana depois da
primeira e segunda sessdes de TFD.

Tempo de Fonte de Edema logo apés a Edema 1 semana
oclusio(horas) luz(spot) TFD depois da TFD
1SS 2SS 1SS 2SS
ausente 8 2 49 30
PDT leve 17 15 9 23
4h moderado 11 19 3 3
intenso 26 20 - -
ausente 10 1 12 4
3h PDT leve 1 16 11 16
moderado 8 12 - 8
intenso 10 - 6 -
ausente - - 10 3
3h RED leve 2 2 19 11
moderado 31 30 4 19
intenso - 1 - -
Total 124 118 123 117
Sem informacgdo - 6 | 7

TFD- Terapia fotodindmica; PDT- Spot-PDT; RED- Spot-RED- Aparelho Multiwaves®
(Industra -Brasil). 1SS- primeira sessdo; 2SS — segunda sessdo
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Devido as excelentes respostas encontradas no tratamento das lesdes
localizadas e boa tolerabilidade, deu-se seguimento ao estudo piloto de campo de

cancerizacao.

PARTE II- TFD e Campo de Cancerizacio

Foram tratados trés pacientes, sendo um do sexo masculino, 73 anos, e dois
pacientes do sexo feminino com 76 e 56 anos. Em cada uma das 4 sessoes de TFD
foram coletadas as imagens de fluorescéncia para posterior correlagdo com a
dependéncia do tempo das areas luminescentes. Na Figs.4.17 (A) e 4.17(B) observa-se a
evolucdo da fluorescéncia ao longo da sequéncia de 4 sessdes, correspondendo o lado
direito a MAL-TFD (terapia fotodindmica realizada com o metilaminolevulinato) e o
lado esquerdo com o NanoALA-TFD. Na sequéncia, com o objetivo de quantificar a
area de campo de cancerizagdo (CC), isto €, realizar um estudo quantitativo do que ¢
descrito no protocolo de TFD, tanto para tratamento como para diagnostico de CC,
foram recolhidas e gravadas as areas luminescentes, submetidas a analise do software
Color Seg (INPI-12876-4) e correlacionadas com a dependéncia do tempo como

demonstrado na Fig 4.18.

Em relacdo a Fig 4.19, o procedimento de normaliza¢do leva em conta a area
luminescente da 1° sessdo de TFD, para cada paciente e cada lado da face. O numero
associado a 4area normalizada significa o numero de pixels associados a area
luminescente sobre o nimero de pixels associados ao poligono desenhado. Além disso,
note que uma fun¢do de decaimento exponencial simples foi utilizada para ajustar os
dados experimentais de ambos os tratamentos NanoALA e MAL, como representado na

Fig. 4.19, independentemente do aspecto intra-individual da andlise dos dados.
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(A)- Dia zero Dia 28 Dia 49 Dia 70

(B) Dia zero Dia 28 Dia 49 Dia 70

Figura 4.17 (A) - Sequéncia de imagens de fluorescéncia na hemiface direita de acordo com as 4
sessdes de TFD-MAL e, na Figura 4.17 (B) - a mesma sequéncia em hemiface esquerda com o
NanoALA-TFD. Observa-se da reducdo da area e da intensidade da fluorescéncia para todas as
areas tratadas do paciente, para ambas as hemifaces (MAL e NanoALA), sugerindo uma
reducdo da intensidade do dano de CC em ambas as areas tratadas com NanoALA ¢ MAL. Em
todas as areas tratadas do paciente com NanoALA-TFD a fluorescéncia foi mais mais intensa do
que nas areas tratadas com MAL-PDT.

MAL- TFD - terapia fotodindmica com metilaminolevulinato. NanoALA-TFD — terapia
fotodinamica com 4cido 5-aminolevulinico em nanoemulsdo
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Figura 4.18 (A)- Imagem digital tipica de area fluorescente da hemiface do paciente enquanto

sob iluminag¢do de Wood lampada (NanoALA-TFD). Observa-se o desenho do poligono (linha
solida branco) e da area avaliada interior luminescente (cor vermelha) nas painéis esquerdo e
direito, respectivamente. (B) — Na imagem esquerda observa-se o desenho do poligono seguido
pela segmentacdo. Na imagem da direita observa-se um segmento preenchido pelo mapeamento
do campo de cancerizacdo realizado pelo software (hemiface tratada com MAL-TFD).
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Figura 4.19 — Representacdo grafica da evolucao das areas fluorescentes ao longo do
tempo. Simbolos (circulos abertos e quadrados) sdo os pontos experimentais enquanto
que as linhas so6lidas passando pelos simbolos representam o melhor ajuste de curva de
acordo com um decaimento exponencial dependente do tempo. As linhas e circulos
azuis correspondem ao NanoALA-TFD e os quadrados e linhas vermelhos a MAL-
TFD. Note que os dados incluidos foram normalizados em relagdo a area gravada.
NanoALA- terapia fotodindmica com acido 5-aminolevulinico em nanoemulsao; MAL-
terapia fotodinamica com metilaminolevulinato.

As constantes de tempo de decaimento para as duas formulagdes, no entanto,
foram diferentes, sendo cerca de 62,5 e 49,5 dias para NanoALA e MAL,
respectivamente. Isto significa uma fluorescéncia na area demarcada com meia-vida de
43,3 e 34,3 dias para NanoALA e MAL, respectivamente, considerando o intervalo de
realizacdo do experimento. Embora a diferenca de reducdo da area fluorescente, isto €,
meia-vida, seja cerca de 26% mais longa para a formulacio NanoALA, a area
fluorescente observada com o uso do NanoALA ¢ cerca de 45% maior que a area
observada com o uso da formulagio MAL. Além disso, para a janela de tempo

apresentada na Fig. 4.19, a reducdo da d4rea fluorescente com o NanoALA foi
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ligeiramente mais elevada (cerca de 10% maior) do que a reducdo devido a
formulacdo MAL. Esses resultados tém muitas implicagdes, que abrangem desde os

aspectos fundamentais até os aspectos clinicos.

Com relagdo aos resultados clinicos, observa-se nas Figs 4.20, 4.21, 2.22 que
todos os pacientes apresentaram melhora dos aspecto da pele tanto com o Nano-TFD

como o MAL-TFD.
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C D

Figura 4.20 — Paciente antes e 6 meses ap0s as 4 sessoes de NanoALA -TFD e MAL-
TFD. Figuras (A) —hemiface direita antes da MAL-TFD; (B) 6 meses apds; (C) —
hemiface esquerda antes da NanoALA-TFD; (D) 6 meses apds. Observa-se redugao

importante das queratoses actinicas e melhora acentuada do aspecto da pele com
ambos os pro-farmacos.
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L —
Figura 4.21- (A) - (B)
Paciente antes e 6 meses ap0s as 4 sessdes de NanoALA —TFD (esquerda) e MAL-TFD (direita)

Figura 4.22-(A) ' (B)
Detalhe do aspecto do dorso nasal direito e esquerdo antes e 6 meses apos as 4 sessoes de NanoALA —

TFD ( lado esquerdo) e MAL-TFD (lado direito). Destaque para a melhora da pele da cicatriz e da pele
enxertada.




5. Discussao
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Parte I - Lesoes localizadas

A terapia fotodinamica (TFD) constitui, atualmente, uma op¢ao importante no
tratamento do cancer da pele, embora ainda exista a necessidade do desenvolvimento de
novas substincias ou veiculos para aumentar tanto sua eficdcia, quanto a penetragao
[MORTON et al, 1998; KENNEDY, POTTIER, PROSS,1990; BRAATHEN et AL,
2007]. Varios sistemas de carreamento de drogas estdo sendo pesquisados, porém
poucos deles ja estdo disponiveis para uso clinico [KRAMER & VERWANGER,
2009]. Apesar da existéncia de numerosas publicagdes sobre a TFD, existe grande
variedade na metodologia utlizada, desde os profarmacos de susbtancias
fotossensibilizantes, até veiculos e fontes de luz, o que pode dificultar a comparagao dos
resultados e dificultar a incorporagdo dos procedimentos na pratica clinica. Para o
presente trabalho, foi desenvolvida uma nova formulagcdo de profdrmaco: ALA em
nanoemulsdo (NanoALA) a 20% visando minimizar as limitagdes dos veiculos
empregados na TFD. O NanoALA apresentou estabilidade, efic4cia, boa
espalhabilidade e praticidade. Ao ser aplicado no paciente a sensagdo de ardéncia foi
muito discreta e durou poucos segundos.

Com taxas de cura de 94%, aos 3 meses e¢ 90,3% ap6s um ano do tratamento, o
NanoALA mostrou ser eficaz no tratamento do cancer de pele ndo melanoma (CPNM).
Estas taxas estdo entre os melhores resultados encontrados na literatura, quando sdo
consideradas, ao mesmo tempo, as lesdes QA, CBCs e DB (BRAATHEN et al, 2007;
BASSET-SEGUN et al, 2008; KLEIN et al, 2008; BABILAS et al, 2010). As taxas ¢
estimativas de cura foram altas, mesmo quando se variou os tempos de oclusdo (trés e
quatro horas) e as fontes de luz (PDT-LED e RED-PDT).

No que se refere a recidiva (remissao parcial) do CPNM, em nosso estudo ela foi
de 6% em 12 meses. A literatura relata que quando ocorre remissdo parcial e /ou
recidiva, dentro de 9, 12 e até 24 semanas, as lesdes sdo submetidas a novo
procedimento de TFD. Em trés dos 11 casos ocorridos no presente trabalho foi realizado
um novo tratamento, e esses permaneceram curados até a tltima visita de seguimento. A
taxa de recidiva, ap6s um ano, considerando todos os protocolos, todas as lesdes e para
todos os diagnosticos, foi de 10,6%. Todavia, apos 18 e 21 meses ndo foram mais

encontradas recidivas nos pacientes que compareceram as visitas e, portanto, as taxas de



80

cura foram de 100%, para todos os protocolos. Estes resultados sdo particularmente
importantes, uma vez que poucos resultados similares sdo encontrados na literatura
[BRAATHEN et al, 2007; BASSET-SEGUN et al, 2008; KLEIN et al, 2008; BABILAS
et al, 2010].

No estudo dos efeitos do tempo de oclusdo foi constatado que 3 horas levou a
maior percentual de cura e menor taxa de remissdo parcial do que o periodo de 4 horas
de oclusdo, tanto aos 3 como aos 12 meses apds TFD. Entretanto, a estimativa de cura
para 3 horas de oclusdo aos 12 meses (98%) ndo foi estatisticamente diferente da
observada com 4 horas (89%). O fato de que o procedimento de TFD possa ter eficacia
apos 3 horas de oclusdo ¢ bastante relevante, pois além de facilitar a operacionalizagao
do tratamento, este tempo de oclusdo ¢ bem menor do que o periodo preconizado para o
Levulan® (13-17 horas) [FINCH-PUCHES et al, 1997; PIACQUADIO et al, 2004;
TSCHEN et al, 2006], menor do que os produtos extemporaneos (4horas) [FIJAN,
HONIGSMANN, ORTEL, 1995; WENNBERG et al, 1996] e se equipara ao periodo de
oclusdo usado para 0o MAL comercializado, ou Metvix® (3 horas) [BASSET-SEGUN et
al, 2008; SOLER et al, 2001; VINCIULLO et al, 2004; FANTINI et al, 2011].

No que se refere aos efeitos das duas fontes de luz, spot-PDT e spot-RED, com
as respectivas fluéncias, 37,8j/cm2 e 13,18j/cm2, observou-se que ambas foram
eficientes no tratamento com NanoALA-TFD. Existem estudos com diferentes fontes de
luz, desde lasers, lampadas hal6genas, luz intensa pulsada, LED, com resultados ora
semelhantes (FIJAN, HONIGSMANN, ORTEL, 1995; WENNBERG et al, 1996;
WENNBERG et al, 1996; FANTINI et al, 2011; BRAATHEN et al, 2009], ora
diferentes. Por exemplo, FINK-PUCHES (Fink-Puches, 1997) encontrou diferencas na
resposta clinica ao utilizar ALA livre em 251 QA, 4 horas de oclusdo e bandas de luz de
diferentes comprimentos de onda (luz visivel), em um ou dois. tratamentos A taxa livre
de doenca dos pacientes submetidos ao espectro completo da luz aos 12 meses foi
superior aquela apresentada por bandas de luz isoladas. Um unico tratamento TFD
obteve 64% de resposta clinica enquanto com 2 tratamentos a resposta foi de 85%. A
taxa de doenca projetada com 36 meses de terapia foi de 71% para todo o espectro
contra 23% para as lesdes tratadas com bandas de luz diferentes ( Logrank-mantel-cox).

Nos bragos € maos a cura completa foi de 51% para a luz visivel e 33% para as outras.
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SZEIMIES et al (2010) utilizando, ALA BRF-200 em gel, LED (Aktilite® 670nm-

630nm , 50-70mw de irradiancia, e fluéncia de 37j/cm2) e uma fonte de luz de halégena
(PhotoDyn 750-580-1400nm-170j/cm2) no tratamento de QA encontrou resposta
superior com o LED. No seguimento de 12 semanas, a resposta foi de 96% contra 56%

para a luz halégena.

DIRSCHKA et al (2012), em um estudo multicéntrico comparando ALA BRF-
200, MAL e placebo para tratamento de QA, utilizando diferentes tipos de fontes de luz,
encontrou taxas de curas completas com lampadas de espectro estreito (Narrow band)
de 93,6% para BF-200 ALA) e 89,3% (MAL) ap6s uma ou duas TFD. Para as
lampadas com maior espectro de luz, as taxas de cura foram 69,7% e 59,1% apos a
primeira TFD (BF-200 ALA e MAL, respectivamente), ¢ 86,3% e 76,3% ap6s o TFD
final (BF-200 ALA e MAL, respectivamente).

No presente estudo, o tempo de oclusio e a fonte de luz analisados
conjuntamente (P1+P2 versus P3) apresentaram taxas de cura semelhantes, estando
assim ambas as fontes de luz indicadas para o uso na TFD, para as 3 doencas estudadas
(QA, CBCs e DB). E importante ressaltar que a baixa energia do spot-RED foi
compensada pelo maior tempo de exposi¢do a luz. A vantagem do spot-RED neste caso
seria a possibilidade de tratar dreas maiores e ou mesmo varias lesdes localizadas
proximas umas das outras em um mesmo momento. Deve ser ressaltado que ambas as

fontes de luz possuem um espectro estreito, isto €, sdo de 635 e 630nm (luz vermelha).

Considerando as respostas clinicas de acordo com o local anatdmico, para o
diagnéstico de QA, a porcentagem de lesdes com cura clinica na face, regido cervical e
tronco foram maiores que a porcentagem de lesdes com cura clinica nos membros
superior e inferior, aos 3 meses, ndo mais havendo esta diferenga 12 meses apds a
NanoALA-TFD. Em nosso estudo, a localiza¢ao das lesdes também nao influenciou nas
respostas clinicas para os diagnésticos de CBC e DB. FANTINI et al (2011), em 17
lesdoes de CBC, encontrou percentuais maiores de cura para as localizagdes de face,
pescogo e tronco em relagdo aos membros, chegando a conclusdo de que lesdes situadas
nos membros seriam um preditor de resposta clinica inferior. J& MORTON (2001)

(CBCs e DB, lesdes da face ndo incluidas) e SZEIMIES et al (2008) ndo encontraram
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diferencas na resposta a TFD para as diferentes localizagdes. VINCIULLO et al

(2005) encontraram taxas significantemente mais baixas de remissdo completa para
lesoes localizadas na face / couro cabeludo comparado com as lesdes no tronco /
pescoco. Até o momento existe um consenso de que as respostas clinicas em membros
sejam inferiores as encontradas em outras localizagdes (FANTINI et al 2011). Para
essas diferentes respostas devem ser considerados os diferentes protocolos, substancias
fotossensibilizantes, fontes de luz e situacdo clinica dos pacientes, como possiveis

vieses que possam também estar interferindo, levando a respostas tao diversas.

Os resultados relacionados a cura clinica serdo avaliados separadamente por

diagnostico, iniciando pelas queratoses actinicas.

Queratose Actinica

O percentual de cura para a NanoALA-TFD no tratamento de QA foi de 95%
com 3 meses. Na literatura, para periodos curtos de seguimento com 1 a 3 meses, as
taxas de cura com 1 a 2 tratamentos variaram de 52% a 93% para periodos de
seguimento de 3 meses [BRAATHEN et al, 2007; LEHMAN, 2007, CHOUDARY,
NOURI, ELSAIE, 2009]. Nesses estudos foram utilizados ALA extemporaneo, 5-ALA
em solucdo hidroalcoodlica (Levulan®), MAL (Metvix®), ALA-patch e diferentes fontes
de luz (JEFFES et al, 2001; DIJKSTRA et al, 2001; SZEIMIES et al, 2002; PARISER
et al, 2003; TOUMA et al , 2004; TARSTEDT et al, 2005; PIACQUADIO et al, 2004;
MORTON et al, 2006; HAUSCHILD et al, 2009; SZEIMIES et al, 2010]. Em um
ensaio clinico randomizado, duplo-cego, com 3 meses de seguimento, 57 pacientes com
418 lesdes foram tratados com MAL- TFD,e 58 pacientes com 414 lesdes tratadas com
placebo [SZEIMIES et al, 2009]. Trés meses ap6s a ultima sessdo Mal- TFD apresentou
taxas de cura de 83,3% versus 28,7% do grupo placebo. Assim, o NanoALA esta
equiparado e at¢é mesmo sobrepujando os melhores resultados encontrados nas
publicagdes. Muitos desses estudos apresentaram boas taxas de cura porém nao tinham
seguimentos em periodos maiores do que 3 meses.

Foi realizado estudo comparativo multicéntrico com observador cego, inter-

individuo em 600 pacientes, utilizando BF-200 (ALA 10% em nanoemulsdo em gel,
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MAL e placebo). O seguimento foi de 3 meses. Foram encontradas taxas de cura por
paciente de 78.2% para BRF-200-TFD versus 64,2% para MAL-TFD e 17.1% para o
placebo. As taxas de cura por lesdo foram de 90,4% e 83,2% remissdo completa para o
ALA e o MAL, e 37,1% para o placebo. Nao houve diferenga estatisticamente
significante para o BR -200 e MAL. Dos pacientes tratados com BF-200 e MAL, 40,0%
e 46,4% respectivamente observaram melhora da qualidade da pele [DIRSCHKA et al,
2012]. No nosso estudo as taxas foram também foram bastante altas, porém os
resultados cosméticos foram aparentemente superiores.

No tempo de seguimento de 12 meses, novamente os percentuais de cura para
NanoALA- TFD estdo entre os mais elevados da literatura, com os valores de 86,5%.
Quando calculadas as estimativas de taxas para mais de 12 e 18 meses esses valores vao
para 92,9% e 83,19% respectivamente. VARMA et al (2001) trataram 126 QA, com
ALA a 20%, e lampada Waldmann PDT 1200®, 600-730nm. Obtiveram taxas de cura
de 77% e 99% depois de 1 ou 2 tratamentos. Apds 12 meses as taxas foram de 72%. A
maioria das recorréncias ocorreram com 6 meses. TSCHEN et al (2006) utilizando uma
solu¢do de ALA (Levulan® e luz azul, 13 a 19hs de oclusdo) no tratamento de QA em
110 pacientes e 748 lesdes obteve uma taxa de remissdo de 78% e de recorréncia de
19% em 12 meses. SZEIMIES [2010], utilizando ALA em patches, 4 horas de oclusdo,
luz vermelha (635nm), 37j/cm® (Aktilite CL 128 (Photocure ASA, Oslo, Norway) or
Omnilux (Photo Therapeutics Inc., CA, U.S.A encontrou taxas de cura de 78% e
recorréncia de 11% em 12 meses. O ALA patch apresenta como desvantagens as
pequenas areas tratadas de cada vez e o periodo de oclusdo de 4 horas. Assim, em
comparac¢do com estes resultados, novamente nossos percentuais de cura sio elevados e
nosso tratamento apresenta praticidade.

A taxa estimada de resposta completa por lesdes para as QA foi de 92,90% apods
1 ano e de 83,19% apds 18 meses. Isto demonstra um efeito ndo somente curativo,
como também preventivo. E importante lembrar que os pacientes tém, em sua maioria,
pele clara (Fitzpatrick tipo 2), habitam em baixa latitude, em uma cidade com alto
indice de radiagcdo ultravioleta ao longo de todo ano, com periodos de seca por
aproximadamente 5 meses. Acrescenta-se que sdo em sua grande maioria de baixa

renda, com dificuldades econdmicas para a compra de filtros solares, que, no Brasil,
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possuem um custo elevado. Muitos dos pacientes sdo encaminhados ao HRAN por
terem lesdes numerosas e recorrentes. As taxas de recorréncia sdo altamente variaveis
nos diferentes estudos. Varios autores relataram taxas de recorréncias de 4,8% [CLARK
et al, 2003] a 28% [VARMA et al, 2001, FINK-PUCHES et al, 1997] até 6 meses ¢
30% apds uma média de periodo de 13 meses [VARMA et al, 2001, STRIIT et al,
2008]. E interessante lembrar ainda a grande variedade de protocolos, com varia¢des no
preparo do ALA livre.

A grande maioria das lesdes de QA estdo localizadas na face, mesmo assim,
proporcionalmente, houve maior recidiva/remissdo parcial em membros. Neste trabalho,
houve remissdo parcial em 3 das 100 lesdes de face e 3 das 13 lesdes de membros
(MMSS + MMII). Aos 12 meses foram 13 recidivas na face e 1 em membros. Na
literatura, os percentuais de cura sdo menores para as localizagdes em bracos e pernas.
[FINK-PUCHES et al, 1997, KURWA et al, 1991; DRAGIEVA et al, 2004; STRIIT et
al, 2008].

Para os tratamentos alternativos uma grande variedade de protocolos tem sido
publicada. Todavia, a remissdo completa das lesdes com taxas superiores a 95% foi
raramente encontrada em estudos de QA controlados (DE BERKER, MCGREGOR,
HUGHES, 2007). Na literatura em geral, as taxas por paciente ou lesdo variam
largamente para o 5-fluouroracil (16-100%) [KRAWTCHENKO et al, 2007; WEISS et
al, KAUR, ALIKHAN, MAIBACH, 2009] e imiquimode (0-85%), [KRAWTCHENKO
et al, 2007; GEBAUER, SHUMACK, COWEN, 2009]. A eficacia das crioterapias (67 a
83%) [SZEIMIES et al, 2002, FREEMAN et al 2002, THAI et al, 2004,
KRAWTCHENKO et al, 2007] foi similar as encontradas em estudos prévios de TFD
[SZEIMIES et al, 2002; HAUSCHILD et al, 2009; TSCHEN et al 2006; PARISER et
al, 2008; SZEIMIES et al 2009]. As taxas de cura pelo diclofenaco publicadas mostram
valores entre 17 ¢ 81% [RIVERS & MCLEAN, 1997; WOLF et al, 2001; RIVERS,
2002; PIRARD et al, 2005, DIRSCHKA et al, 2010].

Os resultados cosméticos encontrados neste estudo foram considerados entre
excelentes e bons em 92,3% (excelente 60%, muito bom 23,1% e 9,2% bom) pelos
pacientes. Os médicos classificaram 94% entre bons e excelentes. No estudo com BRF-

200, os investigadores consideraram 49% como bons [SZEIMIES et al, 2010]. Na
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realidade, os resultados cosméticos na TFD sdo bastante conhecidos, sendo um dos
principais fatores de escolha dos pacientes por esta terapéutica e dai, a popularizagao do
uso cosmético da TFD [TAYLOR &GONZALEZ, 2009], especialmente no
rejuvenescimento [ GOLD, 2009; ISSA & MANELA-AZULAY, 2009; BABILAS et al,
2010; SZEIMIES et al 2011].

Em sintese, 0 NanoALA- TFD mostrou ser muito eficaz no tratamento das QA,
inclusive no seguimento de 12 meses, sendo, as taxas de cura semelhantes e até

superiores as encontradas na literatura.

Carcinoma basocelular

No presente estudo as taxas de cura foram para o CBCs de 91% e 97,22%
pontualmente, no seguimento de 3 e 12 meses respectivamente. Ficou demonstrado
excelente resposta a NanoALA-TFD no tratamento do CBCs, estando entre as mais
altas taxas de cura ja publicadas [BRAATHEN et al 2007; STRIIT, 2008; KLEIN et al,
2008; BABILAS et al, 2010]. Ressaltamos que os pacientes com remissdo parcial ndo
foram submetidos a um segundo tratamento com 12-13 semanas, como relatado na
maioria dos artigos, a exce¢do de um. Os estudos realizados com ALA foram ensaios
abertos, com menor numero de pacientes e lesdes, em sua maioria com 1 a 3 meses de
seguimento e taxas de cura entre 90 e 100% [KENNEDY, POTTIER, PROSS, 1990;
SVANBERG et al, 1994; CALZAVARA-PINTON, 1995; FIJAN ; HONIGSMANN ;
ORTEL, 1995; WENNBERG et al, 1996; FINCH PUCHES et al, 1998; WANG et al,
2001]. Sendo assim, nossas taxas de cura de 97,22% em 1 ano, sdo excelentes.

Para maiores tempo de seguimento, as taxas de recidiva relatadas na literatura
foram de 17% entre 24-36 meses de seguimento, [CALZAVARA-PINTON, 1995],
44% com tempo médio de 19 meses de seguimento [FINCH PUCHES et al998).
CALZAVARA-PINTON (1995) realizou um estudo aberto ALA-TFD, utilizando laser,
em 23 lesdes de CBCs com seguimento de 24-36 meses, tendo encontrado recorréncias
de 17% ap6s 29 meses. Em outro estudo, comparativo, 39 lesdes de CBCs, 22 tratadas
com ALA-TFD, foram encontradas taxas de recidiva de 38%, versus 21% para

criocirurgia, histologicamente controladas ap6s 12 meses de seguimento. Estdo
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incluidos os CBC nodulares nesse percentual. [WANG et al, 2001]. Assim os
resultados encontrados no presente estudo com 12 meses apresentaram taxas bastante
elevadas, e até superiores aos encontrados na literatura com o ALA livre.

FINCH PUCHES et al (1998), utilizando um composto de ALA a 20%, e
diferentes comprimentos de onda da luz visivel policromatica obteve resposta completa
para todas as bandas de luz de 86% (82/95) no tratamento de CBCs (média de
seguimento de 19 meses, 3 a 60 meses). A recorréncia total foi de 44% (36/81). Nao
houve diferenca estatistica para as diferentes bandas de luz visivel. A média de
seguimento do nosso estudo foi de 16 meses (3 a 30 meses), com taxa de cura de 89%
(40/45) e o total de remissdes parciais e recorréncia acumulada foi de 11% (5/45).
Foram incluidos os pacientes com remissao parcial no periodo de 3 meses que ndo
foram submetidos a um novo tratamento, como acontece em outros estudos. Caso
fossem incluidos os nossos casos de remissdo parcial, as taxas de cura ficariam
proximas a 100%, uma vez que apenas uma dessas lesdes foi submetida a uma segunda
TFD. No nosso estudo, ndo encontramos diferenca estatistica paras as duas fontes de luz
utilizadas, porém ambas eram LEDs e possuiam comprimentos de onda semelhantes
(630 e 635 nm), diferente do estudo acima referido onde varios comprimentos foram
utilizados. No presente estudo ambas eram LED e o que variou foi a fluéncia, apesar da
energia menor ter sido compensada pelo maior tempo de exposi¢cdo. Assim, ambas as
fontes de luz obtiveram excelentes resultados na NanoALA-TFD no tratamento do
CBCs. Quando foram comparadas as taxas de doenga livre projetada para o CBC, esses
mesmos autores FINCH PUCHES et al (1998) encontraram aos 36 meses taxa de
doenga livre projetada para o CBC de 50% enquanto que no nosso estudo apds 12
meses de TFD foram de 92,81%, e, 87,27% com 18 meses de seguimento. Ainda que
nao tenhamos feito o estudo até os 36 meses, foi demonstrada a eficacia da NanoALA-

TFD no tratamento do CBCs, quando comparado aos dados da litratura referentes ao

ALA livre.

Com o MAL-TFD, a eficacia no tratamento do CBCs superficial, tem sido com
clareamento das lesdoes aos 3 meses em 80 a 97% das lesdes (SOLER et al, 2001,
BASSET SEGUN et al, 2004; BASSET SEGUN, et al 2005) incluindo casos mais
complexos, com lesdes recorrentes [HORN et al, 2003; VINCIULLO et al, 2004). Em
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um estudo multicéntrico, randomizado, com 196 pacientes, foi comparada a eficacia

da MAL-TFD e cirurgia, no tratamento do CBCs de 8-20mm de didmetro [SZEIMIES,
2008]. A TFD era repetida com 12-13 semanas quando necessario. As taxas de cura
com 3 meses foram de 92,2% com MAL versus 99,2% com cirurgia. Aos 12 meses,
9,3% das lesdes recidivaram com MAL- TFD (taxa de cura de 90,7%) e nenhuma com
cirurgia. Essa diferenga foi confirmada pelos pacientes. Trinta e quatro lesdes
apresentavam menos de 20mm no presente estudo e as taxas de cura para 3 e 12 meses
foram de 94,1% e 97%, respectivamente. Assim as taxas de cura do presente estudo,
chegando a superar alguns resultados de outros ensaios clinicos realizados com o MAL-

TFD, hoje referéncia no tratamento com TFD para lesdes tumorais.

No presente estudo, das 9 lesdes com tempo de seguimento superior a 30 meses,
nenhuma apresentou recidiva. Um desses pacientes com 67 meses de seguimento
apresentava cura das duas lesdes. No tratamento do CBCs para os periodos de
seguimento mais longos, os estudos tem demonstrado que a MAL-TFD leva a remissoes
comparaveis a criocirurgia. Em um estudo de 5 anos de seguimento, taxas de cura de
75% para MAL-TFD versus 74% para criocirurgia foram encontradas [BASSET
SEGUN et al, 2008]. Quanto as taxas de recidiva, elas ocorreram todas antes dos 3 anos
de seguimento e foram de 22% para MAL-TFD e 20% para criocirurgia. Todavia, 60%
informaram resultado cosmético superior em relagdo a crioterapia 16% (p=0,00078).
Esses resultados reforcam a eficicia da TFD no tratamento do CBCs e, pode ser

observado que o nosso estudo novamente apresenta excelentes resultados.

No nosso estudo foram incluidas lesdes com até 6 cm de didmetro, € mesmo
assim as taxas de cura foram bastante altas (02 remisdes parciais aos 3 meses e 1
recidiva aos 12 meses). Os pacientes com remissdes parciais submeteram-se a um novo
tratamento. MORTON (2001) realizou ALA-TFD (ALA livre) em pacientes com
grandes placas (20mm e/ou multiplas lesdes de CBCs. Foram tratados 73 CBCs e
desses, 66 (90%) curaram com 3 meses e 62 (85%) permaneceram curados no prazo
entre 12 ¢ 60 meses. Assim, NanoALA-TFD, mais uma vez, demonstra ser um
tratamento promissor nas lesdes de CBCs, incluindo grandes lesdes, sendo eficaz tanto

pela cura, como pela durabilidade da resposta, podendo ser utilizado em lesdes grandes
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e/ou multiplas. O diametro das lesdes ndo pareceu afetar o efeito da resposta a TFD e
isso foi consistente com publicagdes prévias [MORTON et al, 2001; VINCIULLO et
al, 2005; SZEIMIES et al, 2008; FANTINI et al, 2011].

Quanto a influéncia da localizagdo na resposta terapéutica, das 45 lesdes de
CBC, duas da face e duas do tronco apresentaram remissdo parcial e uma da face
apresentou recidiva. A andlise dos dados aqui presentes foi realizada juntamente com
DB, como descrito em resultados. Em nosso estudo ndo foi possivel correlacionar falha
terapéutica e localizacdo. FANTINI et al (2011) encontrou um grande impacto da
localizacdo na resposta @ TFD. Em uma anélise multivariada em 17 CBCs, as lesdes do
tronco obtiveram melhores respostas em relacdo aquelas localizadas na cabeca, pescoco
e membros, mesmo em amostra pequena. Concluiu que a localizagdo em membros
poderia ser um preditor de falha terapéutica, quando comparado com a localizagdo em
cabeca/pescogo. J&A MORTON et al (2001) ndo observaram diferenga na resposta pela
localizagao em 73 CBCs (lesoes faciais ndo incluidas). SZEIMIES et al (2008) também
ndo encontraram diferengas em um estudo comparativo de TFD versus cirurgia. Por
outro lado, VINCIULLO et al (2005) encontraram diferencas significantes para as
lesdes localizadas na face/escalpe quando comparadas com as lesdes de tronco/pescogo.
E dificil explicar essa variedade de resposta para diferentes areas do corpo. Em estudos
comparativos de TFD versus criocirurgia no tratamento das QA, as localizadas nas
extremidades demonstraram ser mais resistentes ao MAL-TFD do que as da
face/escalpe (ou couro cabeludo) [MORTON et al, 2006, KAUFMANN et al, 2008].
Acreditamos que talvez a espessura da camada cdérnea dos antebracos dificulte a
penetracdo do farmaco; além disso, os antebragos costumam ser mais bronzeados e,
assim, a melanina poderia agir como uma barreira a penetracdo da luz. Acrescenta-se
que o periodo de recuperacdo da face ¢ bem mais curto, sendo o intervalo de uma
semana o suficiente para que toda a descamacao apos a TFD ocorra, enquanto que nos
membros todo o mecanismo de recuperagdo, cicatrizagdo e descamagdo ¢ mais lento.
Apesar de ndo termos encontrado diferenca significante, acreditamos que possa haver
alguma diferenga dependendo das séries de casos, devido as razdes acima descritas.
FANTINI et al (2011) sugere que os tumores localizados em éreas fotoexpostas sejam

mais resistentes aos mecanismos moleculares de fotodano.
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Apesar da excisdo e sutura permanecerem como o tratamento de escolha para
CBC por possuirem as taxas de cura mais altas, a TFD se apresenta como uma excelente
opcdo no tratamento do carcinoma basocelular superficial, especialmente nas
circunstancias nas quais a cirurgia ndo pode ser realizada. Situagdes essas seriam a
presenga de comorbidades, lesdes grandes ou multiplas em uma determinada area, ou
localizadas em areas cosmeticamente sensiveis. Assim, a TFD, e em especial a

NanoALA-TFD, pode proporcionar grande vantagens em relag@o a outras terapias.

Doenca de Bowen

A DB ¢ uma doenca para a qual a TFD tem sido indicada como primeira opg¢ao
de tratamento. Possui crescimento predominantemente horizontal, superficial, e pode
medir muitos centimetros. Nao raramente o paciente pode apresentar numerosas lesdes
em uma mesma area, como a face por exemplo, o que torna a cirurgia uma opcao
extremamente dificil, especialmente pelas mutilagdes decorrentes de um tratamento
para lesdes superficiais. As outras opg¢des de tratamento, como imiquimode e 5-FU
(cremes) possuem duracdo prolongada, de 4 a 12 semanas, sendo os efeitos adversos
frequentes. A criocirurgia frequentemente causa cicatrizes inestéticas [COX, EEDY,
MORTON, 1999; BLUME &OREROFF, 2007; SHIMIZU et al].

A TFD com ALA em nanoemulsdo nunca foi utilizada no tratamento da DB,
apesar de existirem numerosas publicagdes de TFD com ALA livre e MAL. No presente
estudo as taxas de cura foram de 87% apds 3 meses do tratamento. Os estudos com
ALA, aos 3 meses de seguimento mostraram taxas de cura de 88%, 94% e 100%
[MORTON et al, 1996; MORTON et al, 2000; SALIM et al, 2003; BRAATHEN et al,
2007] e no maior estudo multicéntrico a taxa de cura para MAL foi de 93% [MORTON
et al, 2004].

Foi encontrado neste estudo, 100% de cura clinica para os seguimentos de 6, 12,
até¢ 21 meses. O Unico paciente com seguimento mais longo, encontrava-se curado 41
meses ap6s a TFD. No seguimento de 12 meses baixas taxas de recorréncia foram
relatadas na literatura: para MAL 15%, comparadas com 21% para criocirurgia e 17%

para o 5-FU [SALIM et al, 2003]. Também baixas taxas quando o ALA livre (0 a 12%)
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[MORTON et al, 1996; MORTON et al, 2000; SALIM et al, 2003] foi comparado
com criocirurgia (10%) [MORTON, et al 1996], e 18% para 5-FU [SALIM et al, 2003].
Em um outro estudo aberto, 35 (88%) de 40 grandes placas de DB, todas com diametro
maximo superior a 20mm, apresentaram remissdao completa apé6s MAL-TFD. Quatro
apresentaram falha terapéutica aos 3 tratamentos citados, porém obtiveram melhora das
mesmas. O tamanho da lesdes causou impacto nas taxas de cura, estatisticamente
significante. Durante os 12 meses de seguimento, 4 recidivaram, reduzindo a cura total
para 78% [MORTON et al, 2001]. Aos 24 meses ap0s o final do tratamento as taxas de
cura foram de 68% para MAL-TFD, 11% para o placebo-TFD, 60% para crioterapia e
59% para 5-FU [MORTON et al, 2005 apud LEHMANN, 2007]. Assim, o NanoALA
consitui um tratamento muito promissor para o DB, com excelentes resultados
cosméticos e com taxas de cura excelentes.

Em publicagdo mais recente [CAVICCHINI et al, 2011], foram tratadas com
MAL-TFD 43 lesoes de DB classificadas como dificeis de tratar, tanto pelo tamanho
como pela localizagdo (face, membros). O seguimento variou de 25-65 meses e
ocorreram 5 recidivas; dessas, duas eram em paciente imunossuprimidos e uma lesdo
tinha o didmetro maior do que 5 cm. No nosso estudo nenhuma das lesdes menores que
2 cm apresentou remissdo parcial ou recidiva. As lesdes com didmetros superiores ou
iguais a 20mm representavam, 52,3% (n=10) e dessas, duas recidivaram necessitando a
realizagdo de mais 1 e 2 tratamentos respectivamente com NanoALA-TFD. As duas
lesdes localizavam-se em regido pré-esternal e ambos o0s pacientes tinham
comorbidades. Acredita-se que as comorbidades, isto ¢, o estado clinico dos pacientes,
sendo um, cardiopata grave e o outro, com grave desnutri¢cdo, tenham influenciado na
reposta clinica. Outro paciente, com lesdes extensas de DB em cada reg malar direita e
esquerda, possuia lesdes classificadas como dificeis de tratar , pela extensdo,
localizagdo e ainda bilateralalidde (Figs. 4.7, 4.8 ¢ 4.9). Informamos que cada uma
dessas lesdes foi biopsiada em mais de um local. Ressalta-se que cada hemiface foi
tratada com diferentes fontes de luz, com resultados de eficacia e cosmético
semelhantes, sendo excelente para as duas fontes de luz. O paciente estd completando
24 meses de p6s TFD e continua curado. A intensidade da dor foi muito alta para ambos

as fontes de luz, porém o paciente tolerou bem e continuou a tratar com TFD outros
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lesdes, demonstrando satisfagdo com o resultado. Este foi o unico paciente que
apresentou infec¢do no pds operatdrio. Acreditamos que isso tenha ocorrido pela falta

de cuidados adequados no pds procedimento.

Em sintese, nossos resultados com o NanoALA-TFD mostram taxas de cura de
100% na DB, com 6 e 12 meses de seguimento, além de um paciente com 41 meses,
acompanhada por excelentes resultados cosméticos em 100% dos pacientes. Nossos
resultados, com alta eficacia, periodo rapido de recuperacdo e excelente resultado
cosmético deste novo produto, vem a acrescentar e confirmar a escolha da TFD como

um tratamento de primeira linha para a DB, incluindo os casos dificeis de tratar.

Avaliacio da dor

A TFD tem demonstrado eficacia comprovada e varias vantagens no manejo do
CPNM, assim como no tratamento de outras doencas em dermatologia, (acne, verrugas,
esclerodermia, etc), porém a dor continua sendo um dos principais fatores limitantes ao
uso dessa terapia [OREINSTEIN et al, 2002; VON FELBERT et al, 2002,
GRAPENGIESSER et al, 2002], seguido pelo elevado custo. Durante a iluminacao
ocorrem sensa¢do de picadas, queimacao e dor, cuja intensidade varia de leve a intensa
[WENNBERG, 2005], variando muito de paciente para paciente, sendo imprevisivel
[GRAPENGIESSER et al, 2002]. O mecanismo da dor ainda ndo estd elucidado, mas
provavelmente envolve a estimulacdo do nervo (dor neurogénica) e/ou dano tecidual.
Substancias citotoxicas e/ou inflamagdo criadas na reagdo fotodindimica [MORTON,
MCKENNA, RHODES, , 2008] e hipertermia pela iluminacdo tém sido sugeridas,
embora a ultima hipotese nao tenha sido evidenciada pelos estudos [OREINSTEIN et al
1995]. Varias estratégias tém sido utilizadas para minimizar a dor, Bloqueio neural
[PAOLI et al, 2008; HALLDIN et al, 2009; SERRA-GUILLEN et al, 2009], ar frio
[PAGLIARO, 2004], borrifamento de agua fria ou compressas com gelo e pausas
durante o tratamento tém proporcionado alivio aos pacientes [WIEGELL et al, 2008].
Nenhum efeito de reducdo de dor significativo foi encontrado com o uso de anestésicos
topicos [HOLMES et al, 2004; SKIVEREN et al, 2006; LANGAN & COLLINS, 2006].

No presente estudo foram utilizados o borrifamento de dgua, pausa, e jatos de ar em
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temperatura ambiente (secador de cabelos na op¢do sem aquecimento) durante a

iluminacao.

No que se refere ao tempo de oclusdo, houve um aumento significante da
intensidade da dor de acordo com o maior tempo de oclusdo, com 50% do pacientes
com niveis muito elevados de dor. Ao se comparar os efeitos dos tempos de oclusdo,
exclusivamente para a localizagcdo em face, verificou-se que a dor minima foi superior
as encontradas para as demais localizagdes com intensidade de dor em valores muito
mais altos para 4 horas de oclusdo. Como discutido em secao anterior, a eficicia para os
dois tempos de oclusdo (3 e 4 horas) foi a mesma. Assim, a reducdo do tempo de
oclusdo resultou em menos dor sem perda da eficicia na NanoALA-TFD. Deve ser
ressaltado que este produto ¢ uma nanoemulsdo, o que deve aumentar a velocidade de
penetragdo do pro-farmaco, obtendo assim a mesma eficicia para os dois tempos de
oclusao.

A fluéncia tem sido descrita como um fator critico para a resposta a TFD, apesar
dos seus mecanismos ainda serem desconhecidos [ARITS et al, 2010; WARREN et al,
2009; ERICSON, et al 2004; APALLA et al; 2011]. A literatura tem sugerido que
baixas fluéncias podem resultar em melhores respostas clinicas e melhor tolerabilidade,
isto ¢, reducdo da dor, para tratamento das QA [FREEMAN, 2003; COTTRELL, 2008;
WIEGELL, 2008]. A utilizacao da lampada RED, com menos fluéncia, porém maior
tempo de exposicao, ndo influenciou na intensidade da dor estatisticamente. Entretanto,
apesar da média e mediana serem semelhantes (Figura 4.16), observa-se que as dores
ndo atingiram indices tdo altos quanto os alcangados com o spot PDT. Com o spot RED
a dor era mais intensa dos 6 aos 10 minutos iniciais. Era feita entdo uma pequena pausa
de aproximadamente 1 minuto, fazia-se o resfriamento do local com compressas geladas
e dava-se prosseguimento. Nos ultimos 10 minutos de aplicacdo a dor era bastante
reduzida ou minima. ERICSON et al (2004) ndo encontraram diferengas significantes
entre as fluéncias de 30, 40, 50 e 75mW/cm®. APALLA et al (2011) estudaram 50
individuos, 150 QA , alocados randomicamente para a TFD-ALA topico e fluéncias de
25, 50 ou 75mW/cm?® utilizando uma luz ndo coerente, e observou dor
significantemente superior para 75mw/cm’, quando comparado com 25 e 50mW/cm’.

Nao houve diferenga na eficacia. WIEGELL (2008) tratou 26 pacientes com QA na face
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e 34 com acne vulgar com MAL- TFD, e comparou dose de 37j/cm® com fluéncias
de 68mw/cm” (QA e acne) e 34mWem? (acne). Observou uma redugdo significante da
dor nos pacientes portadores de acne que utilizaram menor fluéncia. Deve ser salientado
que os pacientes que utilizaram a menor fluéncia ndo foram submetidos a curetagem, o
que aconteceu com os pacientes de fluéncias maiores. Assim, dois fatores podem ter
influenciado na resposta deste ultimo trabalho, o diagnostico diferente e a curetagem,
dificultando a comparagdo. Seriam necessarios mais estudos para confirmar se essa
reducdo da fluéncia poderia reduzir a dor. Deve ser ressaltado que pelo fato do spot Red
atingir uma area no minimo 4 vezes maior do que o spot PDT, um nimero muito maior
de terminacdes nervosas seriam estimulados, especialmente em se tratando de toda a
face. Com relacdo ao tipo de fonte de luz, ndo houve diferenca para as duas fontes
testadas, porém observa-se que as médias e medianas de dor foram maiores para o spot
PDT (Figs. 4.11,4.14 e 4.16 ), sugerindo que o spot RED possa proporcionar menos dor
em determinados casos.

No que se refere a localizagdo, no presente estudo as lesdes localizadas na face
foram as que apresentaram maior intensidade de dor, seguido pelos membros inferiores.
A intensidade da dor na face foi superior estatisticamente quando comparada com as
localizagdes de tronco e MMSS. Ja WANG (2001) observou dores mais intensas em
face, maos e regides perineais e relacionou este resultado pelo maior niimero de
terminagdes nervosas nessas regidoes. GRAPENGIESSER et al (2002) e
STEINBAUEER et al (2009) encontraram dores mais intensas em couro cabeludo e
face. VANOOSTEN, KUIJPERS, THISSEN (2006) ndo encontraram diferencas na
intensidade da dor comparando cabega, tronco e extremidades. Um estudo retrospecivo
foi realizado com 983 tratamentos com TFD em 579 lesdes, 301 pacientes, analisando a
necessidade de intervencdo para alivio da dor. Foi observada diferenga estatisticamente
significante para as lesdes localizadas em face e couro cabeludo, assim como para as
lesdes localizadas em extremidades [MILLER et al, 2011]. WIEGEL (2008) encontrou
maior intensidade da dor em face e couro cabeludo do que para as lesdes das
extremidades. Uma hipdtese que poderia explicar estas diferengas, seria o maior
acimulo de PpIX nas lesdes de face [WIEGEL, 2008]. Tem sido sugerido também a

menor espessura da pele da face em relagdo as outras areas do corpo [WIEGEL, 2008].
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No presente estudo foram encontradas fluorescéncias bastante intensas para as lesdes
localizadas na face, e também em lesdes de membros inferiores, especificamente na
regido pre-tibial. Talvez a fluorescéncia intensa associada a localizagdo muito préxima
da superficie 6ssea, no caso da regido pre-tibial, tenham contribuido para dores mais
intensas encontradas no nosso estudo também em MMIL.

Em relagdo ao diagnostico, este ndo influenciou na intensidade da dor na
NanoALA-TFD. Todavia, alguns autores afirmam que o diagnostico poderia
influenciar na dor [GRAPENGIESSER et al, 2002, STEINBAUER et al, 2009,
KORMEILI, YAMAUCHI, LOWE, 2004]. Especula-se se isto poderia ocorrer devido a
tipos diferentes de células lesionais ou, pela localizagdo, uma vez que certos
diagnosticos ocorrem mais frequentemente em determinadas localizagdes. Tem sido
encontrado uma relagdo entre dor e o diagnostico de QA com maior frequéncia do que
para os diagnosticos de CBC e DB [GRAPENGIESSER et al, 2002, STEINBAUER et
al, 2009 MILLER et al, 2011]. Entretanto, a maioria das QA localizam-se na face, local
frequentemente relatado como de maior intensidade de dor. HOLMES et al (2004) e
WIEGELL et al (2008) nao encontraram esta correlagdo do diagndstico com a dor.
Acreditamos que a dor mais intensa para o diagnostico de QA esteja mais relacionado
ao fato dessas lesdes ocorrerem mais frequentemente na face, e, por normalmente serem
numerosas dentro de uma mesma grande area (face, couro cabeludo). De forma que
quando tratadas, um grande numero de lesdes e uma grande area sdo tratados

simultanemente. Este fato ndo costuma acontecer para os diagnosticos de CBC e DB.

Efeitos colaterais

O segundo efeito colateral mais frequente da NanoALA-TFD, foi o edema e o
eritema, muito comuns e esperados. Quando muito intensos e localizados na face,
podem causar grande desconforto. A incidéncia de edema foi de 83,7% e 88% para logo
apos a primeira e segunda sessoes e de 40,2% e 59,2% para 1 semana apds a primeira e
segunda sessdes. As lesdes na face foram as mais freqlientes e onde o edema mais
intenso (Tabela 4.18) ocorreu e, por esta razdo, decidiu-se analisar o edema antes e apds

a primeira sessdo especificamente para esta localizacdo (Tabela 4.19).



95

Logo ap6s primeira sessdo houve uma propor¢do maior de pacientes com
edema intenso estatisticamente significante. Quando se analisa a Tabela 4.18, observa-
se que auséncia de edema foi maior também na primeira sessdo, isto ¢, os graus
extremos foram encontrados logo apds primeira sessdo e isto ocorreu apenas com o
spot-PDT. Quando se usou o spot-RED a freqiiéncia maior foi de edema leve e
moderado e nenhum caso de auséncia de edema. Na Tabela 4.19, onde sdo comparados
o edema da primeira com o segunda sessdo para a localizacdo de face, observa-se
predominio do edema leve para o spot PDT. E , do edema moderado para o spot RED.
Isto pode ser interpretado de duas maneiras:

1- a resposta ao spot-RED ¢ mais uniforme, homogénea, talvez pela menor fluéncia e
maior tempo de exposicdo e, talvez, mais intensa, permanecendo o efeito na segunda

sessao.

2- o spot PDT, com maior fluéncia e menor tempo de exposicdo, desencadearia uma
resposta heterogénea, porém frequentemente mais intensa, podendo ocasionar também
respostas menores. Assim, especula-se que talvez o spot-RED seja menos eficiente no
fotoclareamento, e por isso o edema moderado tenha persistido.

No entanto, com relagdo a cura, ambas as ponteiras tiveram resultados
semelhantes. Sendo semelhantes, a vantagem do spot PDT seria a possibilidade de se
tratar dreas com maior niumero de lesdes e/ou campo de cancerizagdo, como 0S
antebragos, onde a dor é menos intensa.

O terceiro efeito colateral encontrado foi infeccdo mas que acometeu apenas um
paciente, como ja descrito anteriormente. A descamagdo esteve presente em todos os
pacientes, com total recuperacdo da face em uma semana, persistindo eritema até quase
1 més apos a TFD, com regressdo gradual. As lesdes de tronco e membros levaram 2
semanas para o término da descamagao e cicatrizacao.

Enfim, a TFD com NanoALA foi bem tolerada e apresentou excelentes
respostas, estando mais uma vez confirmado o seu efeito terapéutico e a boa

tolerabilidade.
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Parte II - Campo de Cancerizacio

Foi proposto neste trabalho um novo modelo para estudar a evolucdo do campo
de cancerizacdo por meio da evolugdo da fluorescéncia ao longo do tempo em uma
sequéncia de sessdes de TFD, utilizando dois precursores fotossensibilizantes em um
estudo intraindividuo. Os agentes em comparagdo foram o ALA em nanoemulsdo
(NanoALA) e o MAL comercializado (Metvix®) utilizado no tratamento do campo de
cancerizacdo (CC) da face. Para quantificar a evolucdo temporal do CC foi
desenvolvido um novo software que avalia as imagens de areas de CC tratados através
da segmentacdo de imagens de cor [CHENG et al, 2001] usando um filtro de imagem.
Foram comparados o NanoALA e o MAL com relacdo: (a) meia-vida de redu¢do da
area de fluorescéncia; (b) extensdo de area de fluorescéncia; (¢) eficacia da reducao da
area fracional de fluorescéncia. Além disso, este estudo revelou a robustez do software
desenvolvido para avalia¢do de imagens de CC, proporcionando uma ferramenta muito
eficaz e ndo invasiva para a prevenc¢do de recidivas e acompanhamento em uma base
clinica.

Para justificar a escolha do MAL para a comparagdo com o NanoALA, no
tratamento do CC, ¢ importante ressaltar que a literatura tem relatado alguns estudos
comparativos envolvendo ambos, ALA e MAL livres. Vérias vantagens de MAL sobre
o ALA tém sido relatados na literatura, tais como: 1) o perfil de permeacgdo superior ao
atravessar o estrato corneo e as membranas celulares; ii) maior seletividade (por
exemplo, em QAs solares); iii) aumento da formac¢do da PpIX conduzindo a uma maior
eficiéncia de fluorescéncia e fotodinamica; iiii) menos dor, menos efeitos sist€émicos
apos o tratamento local; iv) uma depuragdo mais rapida de células e tecidos
[KRAMMER & VERWANGER, 2009]. Por exemplo, um CBC nodulo-ulcerativo ndo
podia ser suficientemente penetrado pelo ALA [PENG et al, 2001]. Para melhorar a
penetragdo, técnicas tais como debulking e adicdo de potenciador de permeacdo, tal
como o acido etileno diamino tetraacético (EDTA) e dimetilsulfoxido (DMSO), foram e
ainda sdo empregados. Foi demonstrado que a fluorescéncia emitida a partir de uma
lesdo da pele durante a utilizacdo de ALA foi menos especifico € menos intensa do que
MAL. Além disso, o tempo de oclusdo para ALA variou de 4 a 17 horas, enquanto que

apenas 3 horas eram necessarios para MAL. Por outro lado, foi mostrado que o ALA foi
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mais eficaz para o tratamento de lesdes inflamatérias do que MAL [BABILAS et al,
2010]. No entanto, as experiéncias in vitro demonstraram ser necessario uma maior
concentragdo de MAL do que o ALA para a formagao de PpIX eficiente [CASAS et al,
2001]. Uma eliminacdo mais rdpida do MAL enquanto em comparagdo com ALA
também foi observada em culturas de células epiteliais [WASHBROOK & RILEY,
1997]. Na verdade, a superioridade da MAL sobre ALA ¢ ainda uma questdo em aberto
e muitos aspectos precisam ser avaliados [KRAMMER & VERWANGER, 2009].

Do ponto de vista clinico, a maior drea de CC alvo da formulacdo NanoALA
(45% maior), bem como a redu¢do da area de CC ligeiramente superior (10% maior),
constatadas pela andlise das fotos pelo software no presente estudo, representam um
beneficio em favor do ALA nanoencapsulado. No entanto, a meia-vida mais curta na
reducdo do CC, aparentemente favorecendo a formulagdo MAL, precisa ser entendida
por uma andlise mais profunda, como indicado abaixo. Com relagdo a aplicacao clinica,
o equilibrio entre os beneficios de uma abordagem em favor do outro deve ser tomada
em uma base caso a caso pelo médico.

A partir da andlise dos dados obtidos (Fig. 4.17A e B) observa-se que NanoALA
tem como alvo uma area maior em comparacdo com MAL. Esta ¢ realmente uma
diferenca fundamental entre as duas formula¢des e sugere uma maior eficiéncia da
formulagdo NanoALA em induzir a producdo de PpIX, uma vez que a area alvo foi
maior do que a do MAL, com apenas 2 horas de oclusdo. Este fato também ndo
aconteceria com as outras apresentacdes/formulacdes do ALA livre em tempo tdo curto,
indicando um beneficio a favor da nanoencapsulacdo. Argumentamos que a area-alvo
maior do NanoALA seria mais provavelmente devido & maior difusividade na pele. Na
verdade, a literatura relata taxas elevadas de difusdo na pele associadas as droga
carreadas por nanocapsulas e do papel fundamental desempenhado pela estrutura da
camada fosfolipidica [PRIMO, 2007; PRIMO, 2011]. Um modelo ex-vivo de pele
porcina foi utilizado para analisar a penetracdo do ALA contido em nanoemulsdo, o BF-
200 ALA (10% de cloridrato de 5-ALA) versus a do MAL (Metvix ®), por microscopia
de fluorescéncia de PpIX, seu metabolito comum, apos 3, 5, 8 e 12 horas [MAISCH et
al, 2007]. Sinais de fluorescéncia da PpIX em suinos tratados com BF-200 ALA foram

mais fortes do que aqueles para o MAL. As 8 e 12 horas, os sinais de fluorescéncia de
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PpIX foram 4,8 e 5,0 vezes mais elevada do que os medidos apods a aplicagdo do
creme de MAL. Sinais de fluorescéncia de PpIX apds a aplicagdo de BF-200 ALA
foram detectados em camadas mais profundas da epiderme dos tecidos porcinos do que
apos aplicagdes de creme MAL. Os autores concluiram que a BF-200 ALA na TFD
pode conduzir a um efeito terapéutico superior na Doenca de Bowen. Assim, sugerimos
que tanto a redug¢do maior na area de CC (10% maior) e meia-vida mais longa em
reducdo de CC (cerca de 26% mais longo), com apenas 2 horas de oclusdo, seriam
consequéncias de uma melhor eficdcia da formulagdo NanoALA em atingir o CC.

No presente estudo, além da redugdo da area do CC, foi observado na sequéncia
de sessdes a reducdo da intensidade da fluorescéncia em todos os pacientes, para ambas
as hemifaces (MAL e NanoALA) (FIGS. 4.18 E 4.19), sugerindo uma reducgdo da
intensidade do dano de CC em ambas as areas tratadas com NanoALA e MAL.
TYRREL, CAMPBELL, CURNOW (2010) também observaram a redu¢do das areas de
fluorescéncia apos tratamentos sequenciais com MAL-TFD. No presente estudo, em
todos os pacientes tratados com NanoALA-TFD a fluorescéncia foi mais mais intensa
do que nos tratados com MAL-TFD. Deve ser ressaltado que o ALA livre, mesmo
necessitando de mais tempo de oclusdo (4 a 18 horas), apresenta fluorescéncia maior
nas areas classificadas como normais [BABILAS, 2010].

Os dois pacientes com fluorescéncia mais intensa apresentaram residuos de
fluorescéncia ao fim dos 10 minutos, e foi exatamente neles que os melhores resultados
clinicos foram observados. Deve ser ressaltado que o tempo de iluminagdo foi de 10
min (spot RED- 13,18 j/s), metade do que foi utilizado no tratamento das lesdes
localizadas iluminadas com este spot (20 minutos). O tempo de exposi¢ao reduzido no
presente estudo (duas horas) foi utilizado para permitir uma melhor avaliagdo do
desempenho de fluorescéncia numa sequéncia de sessdes de TFD. No tratamento das
lesdes localizadas e em outros pacientes que submeteram-se a tratamentos na face
completa, ndo incluidos neste estudo, quando submetidos a iluminagdo com spot RED,
13,18j/s e 20 minutos de exposi¢cdo, a dor mais intensa ocorria nos primeiros 10
minutos. Neste momento, a fluorescéncia de quase todos era muito reduzida ou ausente.
Aguardava-se entdo 3 minutos, a area era refrigerada e com mais 10 minutos de

exposi¢do, a dor era reduzida para quase zero. Postulou-se que fluéncias menores
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poderiam desencadear menos dor. Nao houve diferenga estatistica na intensidade de
dor utilizando os dois precursores fotossensibilizantes, NanoALA e MAL. Neste estudo,
a intensidade da dor dependia mais do paciente do que da substancia utilizada. A
maioria dos pacientes relataram reducdo da dor nas sessdes subsequentes, o que
coincide com a reducdo do CC diagnosticado pela redugdo da fluorescéncia. Sugerimos
que na rotina, a exposi¢do a luz seja realizada até o consumo completo da PpIX, ou seja,
15 a 20 minutos de exposi¢cdo com o spot RED e 7 minutos com o spot PDT, como se
faz habitualmente para TFD de lesdes localizadas tumorais.

Com relacdo aos aspectos clinicos, no presente estudo houve uma redugdo
importante do nimero de QA e melhora acentuada da qualidade da pele observada com
1 e 6 meses de seguimento. Utilizando o NanoALA, com um periodo muito curto de
oclusdo, como 2 horas, excelentes resultados foram alcangados. Nas figuras 4.20, 4.21,
4.22, observa-se uma melhora global da pele e da textura. Esta ultima pode ser melhor
visualizada na Fig 4.22, onde a fenda nasal consequente a retirada de um tumor reduziu
drasticamente apds a NanoALA-TFD, assim como a textura da pele do retalho. A pele
do dorso nasal direito também apresentou melhora consideravel da textura com o MAL-
TFD. A melhora da pele apoés a TFD ja tem muito relatos na literatura, inclusive com
uma popularizacdo do uso da TFD no tratamento do rejuvenescimento [ZANE et al,
2007; GOLBERG, 2008; ISSA et al, 2010; SZEIMIES et al, 2012; SAKAMOTO et al,
2012]. Mais recentemente tem sido relatada a melhora de cicatrizes [SAKAMOTO et al,
2012]. Esse remodelamento do colageno proporcionado pela TFD tem sido objeto de
diversos estudos [ZANE et al, 2007; ISSA et al, 2010; TOREZAN, 2011]. In vitro,
ALA-TFD pode estimular a matriz de proteinases (MMPs) MMP-1 e MMP-3
[CAMPBELL et al, 2010]. O remodelamento envolve alteracdes do coldgeno dérmico
como resultado da ativacdo de MMP [SAKAMOTO et al, 2012]. Por outro lado, alguns
estudos em humanos ndo conseguiram encontrar aumento estatisticamente significante
do MMP1 [ISSA et al, 2009; SZEIMIES et al, 2012], apés TFD. TOREZAN (2011) em
um estudo do CC em 26 pacientes tratados com MAL-TFD, 3 sessdes sequenciais,
encontrou melhora histoldgica da severidade e extensdo da atipia dos queratindcitos,

aumento das fibras coldgenas e diminuicdo do grau de elastose na derme subjacente,
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diminuicdo do material elastético na derme demonstrado por morfometria

microscopica digital. Importante melhora clinica também foi observada.

Com o uso de uma nanoemulsao de ALA a 10%, (BRF-200), os autores tiveram
respostas muito boas no tratamento das QA, apesar dos resultados cosméticos terem
sido inferiores aos encontrados em outras publicacdes [SZEIMIES et al, 2010].
Formulagdes com ALA em nanoemulsdo a 0,5% ¢ 1%, com borrifamentos a cada 5
minutos durante 1 hora e meia, com posterior aplicagdo de luz pulsada no tratamento do
rejuvenescimento, foram recentemente publicados [BJERRING et al, 2009]. Assim,
observam-se resultados clinicos diversos no uso cosmético da TFD, com grande
variagdo na concentragdo, nos veiculos, periodos de oclusdo e fontes de luz. O ideal
seria um tratamento com periodo de oclusdo mais curto, porém que oferecesse
resultados adequados, duradouros e que ndo sO rejuvenescesse, mas que também
tratasse as QA, o CC, e realizasse a prevencdo do CPNM. Deve ser ressaltado que no
uso cosmético, profissionais médicos sem conhecimento adequado das lesdes malignas
podem realizar sub-tratamentos, podendo levar ao mascaramento de tumores mais
agressivos, e isso no futuro, poderd prejudicar a visdo da TFD como um tratamento
efetivo.

O presente estudo sugere que NanoALA tenha sido mais sensivel, uma vez que
os tecidos com menos fotodano foram capazes de produzir mais fluorescéncia, embora a
fluorescéncia em lesdes especificas tenha sido também muito intensa. E possivel que o
NanoALA seja mais eficaz no tratamento de CC, especialmente em areas com menor
fotodano, isto ¢, teria maior sensibilidade porque: 1) seria mais bem absorvido, € isso
seria realizado em um tempo menor; ii) teria uma capacidade maior em produzir mais
PpIX nestas areas do que MAL.

Estudos moleculares e clinicos com nimero maior de pacientes € maior periodo
de acompanhamento sdo necessarios para esclarecer o real significado da diferenga
entre a pele ndo fluorescente denominada normal quando utilizado o MAL e a chamada
de normal quando fluoresce quando NanoALA ou ALA ¢ utilizado. Levantam-se as
seguintes questdes:

- Mesmo quando o NanoALA ¢ utilizado existem areas de pele pouco ou nao

comprometidas.
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- Estudos moleculares demonstram que a pele aparentemente normal pode
possuir numerosas alteragdes moleculares (assinatura molecular), ou seja, a

propria defini¢do do campo de cancerizagao.

Pode ainda ser indagado se a pele que ndo fluoresce quando submetida a TFD-
MAL, mas que fluoresce pelo NanoALA, corresponderia a pele normal. Entretanto, de
acordo com os novos conceitos de campo de cancerizacdo, os resultados aqui
encontrados e os demais dados da literatura, especula-se que provavelmente o
NanoALA seja superior ao MAL no tratamento do CC, especialmente em areas com
menos fotodano aparente. Todavia, como anteriormnte proposto, apenas estudos
moleculares poderiam realmente comprovar esta suposi¢dao, uma vez que os resultados
clinicos at¢ o momento sdo semelhantes [MOLONEY & COLLINS, 2007]. O reduzido
numero de pacientes, a dificuldade na obten¢do de dados clinicos objetivos e a falta de
tempo de seguimento prolongado, além do reduzido numero de estudos comparativos
nos impedem de obter conclusdes definitivas a respeito da superioridade de um sobre o
outro. Por outro lado, os resultados deste trabalho foram altamente promissores,
especialmente no que se refere a eficacia e tolerabilidade do NanoALA, abrindo grandes
perspectivas para este farmaco no tratamento do campo de cancerizacdo, incluindo a
melhora de cicatrizes e pele de enxertos. Isto significa melhoria na qualidade de vida,
especialmente em pacientes que ja se submeteram a numerosas cirurgias € com maiores

riscos de surgimento de novos tumores.



6. Conclusao
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Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que:

A amostra NanoALA, obtida pelo encapsulamento do &cido aminolevulinico
(ALA) em nanoemulsdo polimérica, apresenta excelente eficacia, tolerabilidade e
resultado cosmético na realizagdo de terapia fotodindmica (NanoALA-TFD) para
tratamento das queratoses actinicas, carcinoma basocelular superficial e doenga de

Bowen, como verificado aos 3 e 12 meses de seguimento.

O tempo de oclusdo, a fonte de luz, o diagndstico e localizagdo das lesdes nao
influenciam na resposta clinica aos 12 meses de seguimento, ndo havendo diferenga
significante na eficacia da NanoALA-TFD em todos os pardmetros analisados em todos
os trés protocolos testados. Estes dados ndo diferem da reposta clinica aos 3 meses de
seguimento, exceto pelo fato de ter havido nesse tempo diferenca na eficacia da TFD

quando as lesdes estdo localizadas na face.

O tempo de oclusdo do NanoALA de 4 horas leva a maior intensidade de dor do
que 3 horas. A localizacdo da les@o na face leva a dor e edema mais intensos do que nas

demais localizagdes, ainda que o tratamento tenha sido bem tolerado.

Testes preliminares com 3 pacientes sugerem que a NanoALA-TFD associada
ao uso do software especificamente desenvolvido s3o eficazes no tratamento e
quantificagdo do campo de cancerizagdo, representando uma ferramenta de rotina para a
detecgdo, tratamento e acompanhamento de ceratose actinica e de pele fotodanificada.
Comparada ao MAL (Metvix®), a NanoALA apresenta maior tempo para redugdo da
area luminescente (meia vida), mas reducdo 10% maior, evidenciando seu potencial

para o diagnostico do campo de cancerizagao.
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Anexo [

Classificacio da pele segundo Fitzpatrick

Tipo de pele  Descricio

Tipo I Pele muito clara , sempre queima, nunca bronzeia

Tipo II Pele clara, sempre queima e algumas vezes bronzeia

Tipo III Pele menos clara, algumas vezes queima e sempre bronzeia
Tipo IV Pele morena clara raramente queima e sempre bronzeia
Tipo V Pele morena escura, nunca queima e sempre bronzeia

Tipo VI Pele negra, nunca queima, sempre bronzeia




ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)

Estudo a ser desenvolvido: “Uso da Terapia Fotodinamica para tratamento do
cancer da Pele”

NOME DO PACIENTE:

1- fui convidado(a) para participar de um estudo de um tratamento diferente para

doencas pré-cancerigenas e cancer da pele e me foram dados os seguintes

esclarecimentos:
Esclarecimentos:
a) Justificativa, objetivos e procedimentos que serao utilizados na pesquisa:

Justificativa:Entendi que o tratamento ideal para o cancer de pele ¢ normalmente a
cirurgia, mas vou fazer a terapia fotodindmica.

1) por escolha propria ou;

2) porque ndo estou em condigdes clinicas de fazer cirurgia; ou

3) porque tenho multiplas lesdes superficiais no rosto e no tronco.

Objetivos:
Fui informado de que os objetivos deste estudo sdo:

1) Avaliar a resposta a um novo tratamento chamado terapia fotodindmica em um
total de 60 pacientes com lesdes pré-malignas ou malignas.

2) Mais tarde montar um servigo de terapia fotodindmica na Secretaria de Saude do
DF para tratamento do grande niimero de pacientes com lesdes malignas ou pré-
malignas que ndo estdo em condi¢do de cirurgicas.

Procedimento:

Entendi que o tratamento consiste no uso de uma pomada ( 4cido 5-aminolevulinico) 3
horas antes da iluminag@o das lesdes ( manchas e tumores da pele) com luz de 630nm, que
corresponde a uma luz vermelha especial. Em alguns casos precisara de anestesia local.

Ap0s o procedimento serd necessaria limpeza adequada para que ndo ocorra infecgdo e



feito um curativo. Este sera trocado com 24 horas. Dias depois podera surgir uma ferida, o
que faz parte do tratamento. O tratamento na mesma lesdo poderd ser repetido para
melhores resultados.

Serei examinado pelo médico responséavel aos 7, 15, 30, 60 e 90 dias apds o tratamento.

b) Os desconfortos e riscos possiveis e os beneficios esperados:
Desconfortos possiveis:

Entendi que durante o tratamento podera ocorrer dor. A pele ficara avermelhada e
poderé ocorrer inchago. Entendi também que a cicatrizagdo completa poderd levar de 3 a 6
semanas. Foi garatindo que os danos previsiveis, tais como dor, inflamacgdo e infec¢do
serdo evitados.

Riscos:

Entendi que o curativo colocado para tampar o local onde seré feito o tratamento deve
ser mantido no local para que o tratamento funcione.

Entendi que o novo tratamento pode ndo levar a cura completa das lesdes.

Entendi que € necessario seguir as orientacdes do médico para evitar complicagdes.
Beneficios esperados:

Foi explicado que este tratamento tem vantagens em relacdo a criocirurgia: ¢ menos
doloroso, causa menos reacao inflamatéria e inchago, tem melhor resultado estético e
menor risco de infecgdo. Foi dito também que o tratamento pode ser realizado sem
internacao em hospital e que em estudos parecidos foi grande a propor¢ao de doentes que
se curaram.
¢) Os métodos alternativos existentes:

Fui informado de que existem outras formas de tratamento de lesdes além da terapia
fotodinamica, como cirurgia, eletrocoagulagdo, curetagem e criocirurgia. Fui informado de
que se aparecer nova forma de tratamento mais eficiente que a fotodindmica, esta sera
interrompida e a outra adotada.

d) A forma de acompanhamento e assisténcia, assim como os responsaveis:
Entendi que apds ser selecionado e ter concordado em fazer este tratamento, serei

atendido por médicos do servico de dermatologia do Hospital Regional da Asa Norte



(HRAN) que vao fazer o tratamento e marcar as datas em que deverei voltar para fazer
exames que verifiquem o progresso do tratamento. Fui informado também de que os
mesmos médicos vao prestar assisténcia caso qualquer resultado ndo esperado aconteca
apos o tratamento.

Ficou esclarecido que as diividas sobre o tratamento e resultados serdo esclarecidas a

qualquer momento deste estudo.

Eu entendi que sou livre para me recusar a participar deste estudo ou retirar meu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo ao

meu tratamento e atendimento médico.

Me foi garantido que os dados confidenciais envolvidos neste estudo serdo mantidos sob

sigilo.

Fui informado de que poderei entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
pelo telefone (061) 3325-4955 caso este Termo de Consentimento Livre Esclarecido nao

seja cumprido.

Fui informado de que poderei também entrar em contato com os pesquisadores
responsaveis por este estudo, Dra. Simone Karst Passos e Prof. Zulmira Lacava, pelo

telefone (061) 3307-2963 ou e-mail dermatologiasimonekarst@yahoo.com.br e

cnano(@unb.br, caso este Termo de Consentimento Livre Esclarecido ndo seja cumprido

ou queria receber outros esclarecimentos.

Uma coépia deste Termo de Consentimento Livre Esclarecido devidamente assinado por

mim e pelo médico que me atendeu serd mantido em meu poder.

Eu concordo em participar do estudo e cooperar com o médico durante as consultas e

procedimentos previstos que foram a mim explicados.

Assinatura do paciente ou responsavel

Nome do paciente:




Registro do Paciente:

Data: / /
Nome CRM do
Assinatura

Médico:

médico:

do



ANEXO 3
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)

Estudo a ser desenvolvido: “Uso da Terapia Fotodinamica para tratamento do
cancer da Pele”

NOME DO PACIENTE:

1- fui convidado(a) para participar de um estudo de uso de terapia fotodindmica para
doencas pré-cancerigenas e cancer da pele e me foram dados os seguintes

esclarecimentos:
Esclarecimentos:

2- A terapia fotodindmica consiste na aplicagdo de um creme na pele (ALA e metil-ALA
no presente estudo), contendo uma substancia que sera transformada pelo organismo em
outra sensivel a luz, apds um periodo de 3horas. Depois desse periodo a area tratada sera
exposta a luz.

Justificativa:

3- Entendi que existem outros tratamentos para ceratoses actinicas como o Efurix (5-
fluourouracil) e a criocirurgia (no momento ndo disponivel na rede da SES), mas prefiro
fazer a terapia fotodinamica.

4- Entendi que o tratamento ideal para o cancer de pele ¢ normalmente a cirurgia, mas
vou fazer a terapia fotodindmica.

a) por escolha propria ou;

b) porque nio estou em condigdes clinicas de fazer cirurgia; ou

¢) porque tenho multiplas lesdes superficiais no rosto e no tronco.

d) outros motivos

Objetivos:

Fui informado de que os objetivos deste estudo sdo:

5- Comparar a resposta terapéutica entre duas substancias fotossensibilizantes ja utilizadas

na terapia fotodindmica para tratamento de lesdes pré-malignas ou malignas da pele.



6- Comparar a resposta terapéutica a terapia fotodindmica utilizando-se duas fontes de luz

diferentes sendo ambas da cor vermelha

Procedimento:
7-Lesdo devera ser limpa diariamente com agua e sabonete apropriado € um creme devera
ser aplicado de acordo com a orientacdo médica. No primeiros 2 dias a limpeza do local

devera ser realizada longe da luz solar e de iluminagao intensa.

8- A pele ficara avermelhada, inchada durante 7-15 dias.
9 —Alguns dias depois podera surgir uma ferida superficial, o que faz parte do tratamento.
A terapia fotodinamica na mesma lesdo podera ser repetida para melhores resultados. Serei
examinado pelo médico responsavel aos 7, 30, 90 dias apds o tratamento. Depois desse
periodo as consultas serdo trimestrais (a cada 3 meses) no primeiro ano e semestrais (a
cada 6 meses) no segundo ano. Em todas as consultas as areas tratadas serdo fotografadas

para acompanhamento.

Desconfortos e riscos possiveis:

10- Entendi que durante o tratamento podera ocorrer dor e, principalmente ardéncia que
varia de intensidade de acordo com a localizagdo da lesdo e o paciente. A pele ficara
avermelhada e podera ocorrer inchago. Entendi também que a cicatrizagdo completa
poderd levar até 4 semanas. Foi garantido que os danos previsiveis, tais como dor,

inflamacao e infecgdo serdo evitados.

11- Entendi que o novo tratamento pode ndo levar a cura completa das lesdes.

12- Entendi que ¢ necessario seguir as orientacdes do médico para evitar complicacdes.
Beneficios esperados:

13- Foi explicado que este tratamento tem vantagens em relacdo a criocirurgia: ¢ menos
doloroso, causa menos reagdo inflamatéria e inchago, tem cicatrizagdo mais rapida,
melhor resultado estético e menor risco de infecgdes. Foi dito também que o tratamento
pode ser realizado sem internagdo em hospital e que em estudos semelhantes foi grande a

propor¢ao de doentes que se curaram.



Forma de acompanhamento e assisténcia, assim como os responsaveis:

14- Entendi que apos ser selecionado e ter concordado em fazer este tratamento, serei
atendido por médicos do Servigo de Dermatologia do HRAN que vao fazer o tratamento e
marcar as datas em que deverei voltar para fazer exames que verifiquem o progresso do
tratamento. Fui informado também de que os mesmos médicos vao prestar assisténcia caso
qualquer resultado ndo esperado aconteca apds o tratamento, providenciando outra
tratamento, seja com terapia fotodindmica, seja outro método de tratamento mais

adequado.

15- Ficou esclarecido que as diividas sobre o tratamento e resultados serdo esclarecidas a

qualquer momento deste estudo.

16- Eu entendi que sou livre para me recusar a participar deste estudo ou retirar meu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao

meu tratamento e atendimento médico.

17- Me foi garantido que os dados confidenciais envolvidos neste estudo serdo mantidos

sob sigilo.

18- Fui informado de que poderei entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
pelo telefone (061) 3325-4955 caso este Termo de Consentimento Livre Esclarecido ndo

seja cumprido.

19- Fui informado de que poderei também entrar em contato com os pesquisadores
responsaveis por este estudo, Dra. Simone Karst Passos e Prof. Zulmira Lacava, pelo

telefone (061) 3307-2963 ou e-mail dermatologiasimonekarst@yahoo.com.br e

cnano@unb.br, caso este Termo de Consentimento Livre Esclarecido ndo seja cumprido

ou queria receber outros esclarecimentos.

20- Uma copia deste Termo de Consentimento Livre Esclarecido devidamente assinado

por mim e pelo médico que me atendeu serd mantido em meu poder.

21- Eu concordo em participar do estudo e cooperar com o médico durante as consultas e

procedimentos previstos que foram a mim explicados.



Assinatura do paciente ou responsavel

Nome do paciente:

Registro do Paciente:

Data: / /

Nome e CRM

do

Assinatura do Médico:

médico:



