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RESUMO

O cancer de pele é o tipo mais freqliente na populagdo mundial. A sua lesado
precursora € a queratose actinica (QA). Um dos grandes problemas associados com
a QA é o fato de que as areas atingidas podem ser extensas, tornando o tratamento
demorado, ou no caso de alguns procedimentos quimicos, demasiadamente
agressivos ao paciente. A terapia fotodinamica (TFD) tdpica surge como uma opg¢éo
no tratamento das QAs disseminadas. O objetivo do presente estudo foi avaliar in
vivo o tempo ideal de oclusdo do agente fotossensibilizador acido 5-aminolevulinico
(ALA) a 15% para tratamento das QA disseminadas em membros superiores pelo
protétipo Kerato PDT. Foram selecionados 40 pacientes que apresentassem QAs
disseminadas nos membros superiores. Estes foram submetidos a aplicagao do ALA
a 15% nos antebragos e méos e em seguida a oclusao dos membros foi realizada. A
partir disso, os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com tempo de
oclusdo, no qual os pacientes do grupo 1 (G1) permaneceram por 2 horas em
ocluséo e no grupo 2 (G2), por 4 horas. Na sessao seguinte, foi retirada a cobertura
e realizada a irradiag&o da area por 40 minutos (40 J/cm?) pelo prototipo Kerato PDT
a base de emissores LED. Foi realizada analise visual médica nos periodos de 30 e
90 dias seguindo-se escores de 0 (auséncia de melhora) a 10 (melhora total das
lesbes). Os valores obtidos foram submetidos a analise estatistica pelo Teste de
Mann-Whitney com p<0,10. Os resultados mostraram que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. Pode-se concluir que tanto o tempo de
2 ou 4 horas de oclusido sao eficientes para o tratamento das QAs disseminadas;
porém o menor tempo permitiu melhor conforto para os pacientes.

Palavras chaves: queratoses actinicas, terapia fotodinamica, ALA



ABSTRACT

Skin cancer is the most incident neoplasm in world population. Actinic
keratoses (AK) is considered a premalignant lesion. The AKs are often multiple, what
can difficult the treatment. Photodynamic therapy (PDT) is an option for the treatment
of widespread AK of the limbs. The aim of the present in vivo study was to evaluate
the perfect time of occlusion of 5-aminolevulinic acid (ALA) 15% photosensitizing
agent to treatment of widespread AKs by Kerato PDT. 40 patients with multiple AK
on the upper limbs were selected. They were subjected to the following treatment:
the ALA 15% was applied over the entire area (forearm and hand) and then the
occlusion of the limbs was performed. After that, patients were divided into two
groups according to duration of occlusion, in which patients in group 1 (G1) remained
for 2 hours under occlusion and in group 2 (G2), for 4 hours. The next session the
patients had their lesions submitted for 40 minutes (40 J/cm2) by prototype-based
LED Kerato PDT. Medical visual analysis were performed in periods of 30 and 90
days througth scores from 0 (no improvement) to 10 (total improvement of the
lesions). The values were statistically analyzed by Mann-Whitney test with p <0.10.
The results showed no statistically significant difference between groups. It can be
concluded that both times of occlusion are effective in the treatment of AK
disseminated, but the minimum time allowed better comfort for patients.

Key words: actinic keratoses, photodynamic therapy, ALA.
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1. INTRODUCAO

O cancer é a doenga de maior incidéncia e frequéncia no mundo. De acordo
com a Union International Against Cancer (UICC), a cada ano mais de 12 milhdes de
pessoas no mundo recebem um diagnéstico de cancer, e 7.6 milhdes vao a 6bito em
decorréncia desta anomalia (UICC, 2010). Dentre os varios tipos, o cancer de pele é
o mais freqUiente na populagéo. De acordo com a World Health Organization (WHO),
a incidéncia de cancer de pele aumentou nas Ultimas décadas, devido
principalmente ao aumento da expectativa de vida e do aumento da exposi¢céo solar
(UICC, 2010; WHO, 2010).

O cancer de pele pode ser classificado em dois tipos: melanoma e ndo
melanoma. Sendo que 80% destes pertencem ao tipo ndo melanoma (Schwartz &
Stoll, 1999; Leffell & Fitzgerard, 1999). No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional
de Céncer (INCA), o numero de casos novos de cancer de pele do tipo nao
melanoma estimado para o ano de 2010 foi de 53.410 entre homens e de 60.440
entre as mulheres. Estes valores correspondem a um risco estimado de 56 casos
novos a cada 100 mil homens e 61 para cada 100 mil mulheres (INCA, 2010).

A exposicao solar cumulativa é responséavel pelo desenvolvimento do céncer
de pele e de suas lesdes precursoras, as queratoses actinicas (QA). A queratose
actinica € uma lesdo de pele, marcadora do dano solar, caracterizada por apresentar
escamas amareladas ou acastanhadas, finas, aderentes e secas, podendo ainda
apresentar eritema subjacente. Ela acomete principalmente as regides do corpo
humano mais intensamente expostas ao sol, tais como maos: antebragos, face,
decote, orelhas, pescogo e couro cabeludo em individuos calvos (Schwartz &
Howard,1999). As queratoses actinicas aparecem como efeito cumulativo do
componente ultravioleta da radiagéo solar. Os individuos com pele mais clara e com
dificuldade de bronzear sdo normalmente mais suscetiveis a tais lesdes. A
queratose actinica apresenta-se normalmente como multiplas lesdes disseminadas
pelas areas fotoexpostas, porém pode surgir raramente como lesdo Unica (Schwartz
& Howard,1999).

Dentre os varios problemas associados com a incidéncia da queratose
actinica, esta o fato de ser uma les&o pré-maligna. Isto quer dizer que, sem o devido

tratamento, ela pode se transformar em um cancer de pele (carcinoma
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espinocelular) cujas complicacbes sdo mais severas, como risco de metastase
linfatica e hematogénica (Tierney et al, 2008).

Um dos grandes problemas associados com a QA é o fato de que as areas
atingidas podem ser grandes, caracterizando lesdes do tipo generalizadas, tornando
todo tipo de tratamento demorado, ou no caso de alguns procedimentos quimicos,
demasiadamente agressivos ao paciente (Dinehart, 2000). O tipo de tratamento
utilizado nas queratoses actinicas depende consideravelmente do numero e do
tamanho de cada lesédo e principalmente da extensao da pele atingida (Dinehart,
2000). Dentre as varias opgdes de tratamento existentes, podem-se destacar os
seguintes: a crioterapia, tratamento no qual a lesdo é congelada com nitrogénio
liquido levando os tecidos superficiais a morte, seguido de uma reepitelizacéo. Ha
um risco de ser desenvolvida a hipocromia residual. Nesta op¢ao terapéutica é feita
uma abordagem individual de cada les&o. Tal fato torna o processo lento, além do
inconveniente de que tratar apenas as lesbes visiveis, ndo tratando das incipientes
(Chamberlain & Kurwa, 2003). Outra opgéo de tratamento é através do 5-fluorouracil
tépico e do imiquimod que proporcionam a cura das queratoses actinicas
disseminadas através da producdo de um processo inflamatério, o qual gera
desconforto ao paciente por ocasionar prurido, sensagédo de queimacgao e ulceragéo.
Tais sintomas limitam seu uso (Chamberlain & Kurwa, 2003; Lober & Fenske, 2004).
Ja a curetagem cirurgica consiste em realizar uma raspagem da regido afetada,
mediante infiltracdo anestésica, esperando que a regeneracdo ocorra livre das
lesbes. Este procedimento é relativamente agressivo e as vezes provoca infecgéo,
sendo lenta a sua recuperagéo, e com risco de formacao de cicatrizes (Chamberlain
& Kurwa, 2003; Lober & Fenske, 2004). Por outro lado, a laserterapia faz uso de um
feixe de laser para produzir uma vaporizagdo superficial. Neste caso, removem-se
apenas lesbes visiveis, sendo uma opg¢ao terapéutica demorada e bastante cara. E
finalmente, a terapia fotodindmica (TFD) tdpica surge como uma opg¢ao no
tratamento das QAs disseminadas. Esta terapia baseia-se na aplicagdo de um
medicamento fotossensibilizador (por exemplo o acido aminolevulinico, ALA) sobre a
pele o qual é ativado por luz emitida por diodo (LED). A ativagdo promove uma foto-
reacdo capaz de levar o tecido celular a necrose, com posterior recuperacéo.
Entretanto, esse tipo de tratamento mostra-se mais eficaz em QAs localizadas, pois

a fonte de luz ndo permite uma iluminag¢ao uniforme e adequada de grandes éareas.
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Com o objetivo de ampliar e melhorar o tratamento das QAs disseminadas, a
presente patente foi desenvolvida pelo no Grupo de Optica, Laboratério de
Biofotbnica e Laboratério de Apoio Técnico (LAT) do Instituto de Fisica de Séo
Carlos (pedido INPI:08100013016). Trata-se do desenvolvimento de um aparelho
que permite apoiar total e simultaneamente os membros superiores de modo que
estes recebam a luz emitida por diodo com a dose correta de energia uniformemente
(Figura 1l e ).

A TFD representa vantagens sobre as técnicas e os métodos convencionais
de tratamento da queratose actinica. Isso porque permite maior penetrabilidade do
que os processos quimicos. Possibilita, ainda, tratar tanto as lesdes ja estabelecidas
quanto as subclinicas sendo pouco agressiva e mais eficiente.

Frente aos fatos apresentados o presente estudo propds-se a avaliar o tempo
ideal de oclusdo do fotossensibilizador para tratamento das queratoses actinicas
disseminadas de membros superiores pelo referido protétipo de terapia

fotodinamica.
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2. REVISAO DA LITERATURA.

De acordo com a Union International Against Cancer (UICC), a cada ano
mais de 12 milhdes de pessoas no mundo recebem um diagnéstico de cancer, e 7,6
milhdes vao a obito por esta doenga (UICC, 2010).

Segundo a World Health Organization (WHO), o nimero de casos novos de
cancer tem aumentado no mundo. Estima-se um aumento do numero de casos de
cancer na populacdo mundial de 11.3 milhdes em 2007 para 15.5.milhées em 2030.
Nos paises desenvolvidos o cancer representa a segunda causa de morte na
populagéo, sendo precedido pelas doengas cardiovasculares. Esta situagdo também
tende a ocorrer nos paises em desenvolvimento (WHO, 2008).

Dentre os tipos de cancer, o cancer de pulmido mata mais individuos do que
qualquer outro tipo e esta estatistica tende a manter-se pelo menos até 2030, a nao
ser que as campanhas mundiais anti tabagismo aumentem consideravelmente
(WHO, 2008).

O cancer de pele, embora n&o seja o principal responsavel pelas mortes por
cancer, tem destaque devido a elevada incidéncia na populagdo mundial,
representado pela freqiiéncia de diagnéstico de um a cada 3 casos de cancer. Séo
diagnosticados anualmente aproximadamente 3 milhées de cancer de pele no
mundo e sdo estimados que 1 a cada 5 norte americano vao desenvolver cancer de
pele ao longo da vida (WHO, 2010). Estima-se também cerca de 1300 a 2300
mortes por cancer de pele ndo melanoma por ano nos Estados Unidos (Fuchs &
Marmur, 2007)

O céancer de pele é classificado em melanoma e ndo melanoma, sendo que
80% dos céanceres de pele sdo do tipo ndo melanoma. Dentre os canceres de pele
nao melanoma destaca-se o carcinoma espinocelular e o carcinoma basocelular
(Schwartz & Stoll, 1999; Leffell & Fitzgerard, 1999).

No Brasil, de acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o numero
de casos novos de cancer de pele ndo melanoma estimado para o ano de 2010 foi
de 53.410 nos homens e de 60.440 nas mulheres. Estes valores correspondem a um
risco estimado de 56 casos novos a cada 100 mil homens e 61 para cada 100 mil
mulheres (INCA, 2010).

Sabe-se de varios fatores de risco para desenvolvimento do cancer de pele

nao melanoma, entre eles estdo: a exposigcdo cumulativa a radiagdo solar, idade
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avancada, localizagdo geografica, pele clara e olhos claros (Salache, 2000;
Goldberg & Mamelak, 2010).

A queratose actinica (QA) é uma lesao precursora do cancer de pele nao
melanoma denominado carcinoma espinocelular (Ulrich et al, 2007; Salache, 2000).
Na histologia, a QA é considerada uma area de displasia intraepitelial com potencial
para progressdo para carcinoma espinocelular de 10 a 20% em 10 anos (Fuchs &
Marmur, 2007; Ulrich et al, 2007; Ortone, 2002; Goldberg & Mamelak 2010).
Portanto, sem o devido tratamento, ela pode se transformar em um cancer de pele
(carcinoma espinocelular) cujas complicacbes sdo mais severas, como risco de
metastase linfatica e hematogénica (Callen et al, 1997; Tierney et al, 2008; Veness,
2006).

A queratose actinica € uma lesdo de pele marcadora do dano solar,
caracterizada clinicamente por apresentar escamas amareladas ou acastanhadas,
finas, aderentes e secas, podendo ainda apresentar eritema subjacente. Ela
acomete principalmente as regides do corpo humano mais intensamente expostas
ao sol, tais como maos: antebragos, face, decote, orelhas, pescogo e couro
cabeludo em individuos calvos (Schwartz & Howard,1999; Callen et al, 1997;
Salache, 2000; Goldberg & Mamelak, 2010). As QAs aparecem como efeito
cumulativo do componente ultravioleta da radiagdo solar. Os individuos com pele
mais clara e com dificuldade de bronzear s&o normalmente mais suscetiveis a tais
lesbes. Normalmente elas se apresentam como multiplas lesdes disseminadas pelas
areas fotoexpostas, porém podem surgir raramente como lesdo Unica (Schwartz &
Howard,1999; Goldberg & Mamelak, 2010).

Um dos grandes problemas associados com a queratose actinica € o fato de
que as areas atingidas podem ser grandes, caracterizando lesdes do tipo
generalizadas, tornando todo tipo de tratamento demorado, ou no caso de alguns
procedimentos quimicos, demasiadamente agressivos ao paciente (Dinehart, 2000).
O tipo de tratamento utilizado nas queratoses actinicas depende consideravelmente
do numero e do tamanho de cada lesdo e principalmente da extensdo de pele
atingida (Dinehart, 2000; de Berker et al, 2007).

Uma das opgdes de tratamento da QA é a utilizacdo da crioterapia com
nitrogénio liquido. Este tratamento consiste no congelamento da lesdo com
nitrogénio liquido levando os tecidos superficiais & destruicdo fisica pela formagéao

de cristais de gelo no interior das células, seguido de uma reepitelizacdo. A
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crioterapia é considerada um tratamento eficaz, de baixo custo com indice de cura
de até 98% (Lubritz & Smolewski, 1982; Berker et al, 2007). Frequentemente, nesta
modalidade terapéutica se desenvolve uma hipocromia residual, fato que pode ser
considerado inestético pelo paciente. Nesta opcdo terapéutica é feita uma
abordagem individual de cada lesdo. Tal fato torna o processo lento, além do
inconveniente de que tratar apenas as lesdes visiveis, ndo tratando das incipientes,
além de destruir o tecido saudavel adjacente a lesdo (Chamberlain & Kurwa, 2003;
Kuflik, 2004). Além disso, existe outro método de tratamento, a laserterapia, na qual
é utilizado um feixe de laser para produzir uma vaporizac¢ao superficial. Neste caso,
removem-se apenas lesdes visiveis, sendo uma opc¢ao terapéutica demorada e
bastante cara (Drake et al, 1995; Feldman et al, 1999).

Outra opcado de tratamento é através da utilizacido de produtos quimicos
como o 5-fluorouracil topico, o imiquimod e os peelings quimicos. Tais métodos
proporcionam a cura das queratoses actinicas disseminadas através da produgéo de
um processo inflamatoério local, o qual gera desconforto ao paciente por ocasionar
prurido, sensagdo de queimacdo e ulceragdo. Tais sintomas podem ser fatores
limitantes ao seu uso, levando a baixa aderéncia ao tratamento. Quanto ao
imiquimod, o elevado custo da medicacdo n&o permite sua utilizacdo em larga
escala (Chamberlain & Kurwa, 2003; Lober & Fenske, 2004; Salache et al, 2002;
Harisson et al, 2004; Stockfleth et al, 2002; de Berker et al, 2007).

Além disso existe a curetagem cirurgica, que consiste em realizar uma
raspagem da regido afetada, mediante infiliragdo anestésica, esperando que a
regeneracdo ocorra livre das lesbes. Apresenta a vantagem da possibilidade da
avaliacdo microscépica da lesdo. Este procedimento € relativamente agressivo e as
vezes provoca infec¢do, sendo lenta a sua recuperagéo, e com risco de formagao de
cicatrizes. Além disso, esta modalidade terapéutica demanda a necessidade de
existéncia de uma estrutura hospitalar (Chamberlain & Kurwa, 2003; Lober &
Fenske, 2004; Dinehart, 2000).

Finalmente, a terapia fotodindmica (TFD) t6pica surge como uma opg¢&o no
tratamento das QAs disseminadas (Moseley et al, 2006). Esta terapia baseia-se na
aplicacdo de um medicamento fotossensibilizador (por exemplo, o &acido
aminolevulinico, ALA) sobre a pele o qual é ativado por luz emitida por diodo (LED).
A ativacdo promove uma foto-reacédo capaz de levar o tecido celular a necrose, com

posterior recuperagéo (Braathen et al, 2007).
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Os primeiros relatos da terapia fotodindmica surgiram no inicio do século XX,
quando ao se pesquisar 0 mecanismo de agcdo da droga quinina contra a malaria,
Raab observou os efeitos deletérios a um protozoario (Paramecium caudatum)
decorrente da ativagdo do corante acridina pela luz solar (Szeimies et al, 2001;
Alexiades-Armenakas,2006). Este protozoario estudado no inicio do século, morreu
entre 60 e 100 minutos ap6s a adigdo de acridina ao meio na concentragédo de
1:20.000. Em outro estudo o paramécio sobrevivia por 800 a 1000 minutos, com a
mesma concentragcéo de acridina. A Unica diferenca foi a ocorréncia de uma grande
tempestade acarretando menor luminosidade levando os pesquisadores indagarem
se a luz tivera influéncia sobre os resultados. Estudos posteriores confirmaram que a
acridina quando exposta a luz aumentava a toxicidade ao protozoario. Infelizmente,
na época este importante trabalho ndo alcangou uma repercussdo merecida
(Szeimies et al, 2001).

O papel do oxigénio na terapia fotodinamica foi suposto quando em 1902,
Ledoux-Lebards observou que a PDT nos paramécios usando eosina funcionava
melhor em um frasco aberto do que em um frasco fechado (Szeimies et al, 2001).

Embora o mecanismo de acdo n&o estivesse esclarecido, Albert Jesionek,
jovem professor assistente do Departamento de Dermatologia, da Universidade de
Munique e Von Tappeiner comecaram, em 1903, a primeira experiéncia em seres
humanos. O primeiro estudo foi publicado em 1903 e abordou a terapia fotodindmica
no tratamento de cancer de pele, sifilis e tuberculose cutédnea (Szeimies et al, 2001).

Dreyer comegou em margo e abril de 1903 suas primeiras experiéncias em
pacientes com lupus vulgar (tuberculose cuténea) por injec¢do intradérmica e
subcutanea de uma solugéo de eritrosina estéril. Quatro a oito horas apés a injegédo
ele iluminou as lesbes por 15 a 20 minutos. Dentro de 24 horas uma reacgao
flegmonosa grave, resultou na formagéo de cicatrizes proeminentes. Os pacientes
sofriam de dor intensa durante a irradiacdo. Apods estes resultados, Dreyer encerrou
seus experimentos (Szeimies et al, 2001).

Ao contrario, von Tappeiner e Jesionek relataram bons resultados com a
aplicagao topica de eosina ou outros corantes. Eles comegcaram com doengas como
a pitiriase versicolor, psoriase, molusco contagioso, cancer de pele ndo melanoma,
lpus vulgar e sifilis secundaria. Em um segundo estudo, em 1905, ambos os
autores estenderam a pesquisa em pacientes com cancer de pele inicial e

observaram bons resultados para sessbes de TFD repetitivas fazendo aplicagéo
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toépica do corante eosina de 1 a 5%. O efeito fotossensibilizante tanto com luz solar
ou a luz de uma lampada se estenderam ao longo de varias semanas. No entanto,
observagbes posteriores descobriram que o efeito terapéutico foi apenas temporario
e restrito as partes superficiais das lesdes. Assim, esses estudos também foram
abandonados (Szeimies et al, 2001).

Até entdo, a maioria dos experimentos foram realizados com corantes como
acridina, quinina e eosina levando a resultados clinicos insatisfatérios. Além disso,
foram observados efeitos fotodindmicos de extratos de clorofila por Walter
Hausmann, em 1908, em Viena, nas células vermelhas do sangue. Devido a
semelhanca estrutural ele também usou hematoporfirina (Hp), um derivado férrico do
heme. Mas, novamente as pesquisas em TFD em Munique foram abandonadas
devido aos maus resultados clinicos. Friedrich Meyer-Betz, um residente da
Universidade de Munich, realizara em 1912 um auto-experimento heroico. Injetou
em si mesmo com 200 mg de Hp e irradiou uma area pequena em seu antebracgo
com a luz de uma ldmpada. Uma ulceragéo ocorreu no local da irradiagdo. Mesmo
depois de dias, a exposi¢do ao sol durante um passeio em um trem levou a uma
reacao fototdxica generalizada com inchaco e sensagéo de queimacao (Szeimies et
al, 2001).

Outro passo importante foi dado por Albert Policard, um médico francés que
descobriu, no centro necrético de um sarcoma de ratos uma fluorescéncia vermelha
relacionada com o acumulo e retengcéo de Hp no tumor. Pela primeira vez em 1942,
Auler e Banzer tambem encontraram uma fluorescencia vermelha em pacientes com
tumores apos a injecao subcuténea ou intramuscular de Hp. Em 1948, Figge e col.,
confirmaram estes resultados e propuseram sua utlizacdo como
fotossensibilizadores para a TFD devido aos bons efeitos tumorais. No entanto,
devido as impurezas e da mistura de diferentes porfirinas Um uso potencial foi
acompanhada por reagbes de fototoxicidade agudas e por isso foi julgado como
impraticavel (Szeimies et al, 2001). Entdo, Thomas Dougherty postulou os critérios
para um fotossensibilizador ideal: (1) nenhuma toxicidade em doses terapéuticas, (2)
captacao definida e acumulo no tecido maligno, (3) atividade luminosa acima de 600
nm, e (4) atividade fotoquimica (Szeimies et al, 2001).

Na década de 60 uma nova droga foi sintetizada a partir da purificacdo da
hematoporfirina, chamada derivado hematoporfirina (HpD). A partir de entdo novos

estudos foram realizados utilizando um composto purificado do HpD denominado
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porfimer sodico para a terapia fotodindmica nos tumores de pulmao, bexiga,
estbmago, pele, esdfago e ginecoldgico (Marmur et al, 2004; Dougherty et al, 1992).
Devido a fotossensibilidade prolongada das drogas de TFD sistémica associada aos
altos indices de cura obtidos com outros tratamentos mais praticos diminuiram o
interesse da TFD na dermatologia. Portanto, até 1990 a TFD teve pouca expresséo
na dermatologia.

Em 1990, Kennedy e cols revolucionaram a terapia fotodinamica através do
uso de uma substancia topica: o acido 5 aminolevulinico (5-ALA), mostrando
excelentes resultados no tratamento de céncer de pele ndo melanoma (Kennedy et
al, 1990).

O 5-ALA é um pré6 farmaco, ou seja, ndo € um fotossensibilizante, mas sim
um precursor de uma substancia fluorescente e fotodinamicamente ativa, a
protoporfirina IX (PplX), formada na mitocondria. O ALA é o pimeiro intermediario na
via de biossintese do grupo Heme, sendo sintetizado a partir da glicina e succinil-
Coa, no interior da mitocondria (Figura 1) (Torezan, 2009). Essa reagéo ¢é catalizada
pela enzima ALA-sintetase. Ja no citoplasma da célula, 2 moléculas de ALA formam
o porfobilinogénio (PBG) e 4 moléculas de PBG formam o uro porfirinogénio lll. Este
ultimo é convertido em coproporfirinogénio Ill e, novamente no interior da
mitocédndria, em protoporfirinogénio IX, que & convertido em PplX, pela acdo da
protoporfirinogénio oxidase (Kalka et al, 2000; Szeimies et al, 1996; Babilas et al,
2005). A PplIX é o intermediario porfirinico da célula com atividade fotodinamica e,
quando ativado por luz azul, emite fluorescéncia vermelha intensa.

A sintese normal de ALA, no interior da célula, é controlada pela enzima ALA
sintetase que, por sua vez, € inibida pelo acumulo de Heme (feedback negativo). Se
um excesso de ALA exdgeno for aplicado topicamente, ocorrera rapida passagem
através da epiderme anormal e posterior conversao a PplX no interior da
mitocéndria. Uma vez que a conversdo da PplX para Heme é uma reacéo lenta, as
células tendem a acumular grande concentracédo de PplX. O acumulo excessivo de
PplX no interior da mitocéndria induz a sua difusdo para o reticulo endoplasmatico e
membrana celular, ambos alvos finais do dano celular induzido pela TFD (Torezan,
2009).
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Biossintese do Grupo Heme

Alta taxa nas células tumorais

3 Baixa taxa nas células tumorais

Figura 1 — Esquema adptado da captacao do ALA exdgeno e biossintese do heme.

A PplX possui varios picos de absor¢do da luz. O principal é na banda de
405 nm, correspondente a luz azul. Outros picos menores também tém importancia,
que ocorrem em 510, 545, 580, 630, 670 e 700 nm (Torezan, 2009). Embora estes
picos sejam 10 a 40x menores que o pico em 405 nm, muitos estudos em TFD sé&o
conduzidos usando fonte de luz no espectro da luz vermelha entre 620 e 635 nm,
por proporcionar maior penetracdo no tecido, otimizando a TDF para lesbes mais
profundas. (Calzavara-Pinton et al, 2007; Kalka et al, 2000; Szeimies et al, 1996;
Babilas et al, 2005; Wolf et al, 1993; Orenstein et al, 1996; Nestor et al, 2006; Morton
et al, 2008). Portanto, ao se iluminar a lesdo com o comprimento de onda adequado
a substancia fotossensivel é excitada atingindo um estado energético superior ao
normal, € uma vez neste estagio energético, provoca uma reagcdo quimica com o
oxigénio presente nos tecidos (estado tripleto) produzindo o oxigénio singleto, uma
espécie altamente reativa. O oxigénio singleto, uma vez formado ira levar a

citotoxidade celular, por proporcionar falhas na integridade das membranas
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celulares, principalmente mitocondrial, levando a alteracdes de permeabilidade e
culminando na morte celular tumoral (Bagnato et al, 2005; Calzavara-Pinton et al,
2007; Kalka et al, 2000; Issa & Azulay 2010).

Alguns fatores interferem com a penetragdo do ALA na pele: a sua
concentragdo bem como o tempo de ocluséo refletindo no acumulo de PplX nas
células tumorais. Braathen et al (2009) relatam estudos com diferentes tempos de
oclusao do ALA, demostrando variagbes de resposta. Jeffes et al (2001) relatam
boa resposta para oclusdo do ALA 20% por 14 a 18 horas. Tempos de ocluséo do
ALA menores (1, 2 e 3 horas) foram relatados por Touma et al (2004), mantendo o
mesmo resultado terapéutico para QAs. Na literatura observa-se varios estudos
clinicos cujas concentragdes de ALA variam de 5 a 20% (Calzavara-Pinton et al,
2007; Kalka et al, 2000; Orenstein et al, 1996; Svanberg et al, 1994). Os melhores
resultados terapéuticos foram obtidos com concentragbes entre 10 e 20%
(Calzavara-Pinton et al, 2006; Kalka et al, 2000; Szeimies et al, 1996; Babilas et al,
2005; Wolf et al, 1993; Orenstein et al, 1996; Nestor et al, 2006; Svanberg et al,
1994; Cairduff et al, 1994).

Outro fator determinante no sucesso da TFD é a dose de enegia total de
tratamento (em Joules/cm?) obtida pela multiplicacdo da intensidade de poténcia
(mW/cm?) pelo tempo (segundos) de exposicdo & fonte de luz. Sabe-se que as
intensidades de poténcia muito baixas aumentam muito o tempo de exposigéo a luz
tornando inviavel o tratamento, enquanto que intensidades elevadas levam ao dano
térmico (Cottrel et al, 2008). Morton et al (2008) através de uma revisao literaria
relataram diferentes doses de energia total no tratamento das queratoses actinicas
concluindo que doses menores sdo mais indicadas. O mesmo foi observado por
Radakovic-Fijan et al, em 2005, através de estudo randomizado duplo cego
intrapaciente para QA.

Sabe-se ainda que um importante efeito colateral na TDF é a dor. Seu
mecanismo exato ainda nio foi esclarecido, mas muitos fatores podem estar
relacionados, como com a intensidade utilizada, tipo de luz, localizagdo, numero de
lesdes e consumo de PplX durante o tratamento (Weigell et al, 2008; Weigell et al,
2003; Babilas et al, 2007; Cottrell et al, 2008).
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3. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo avaliar in vivo o tempo ideal de
oclusao do fotossensibilizador ALA a 15% para a realizagéo da terapia fotodinamica
das queratoses actinicas disseminadas de membros superiores pelo protétipo
Kerato PDT.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, do Hospital Amaral Carvalho, de Jau, sob o numero de protocolo 165/09
(Anexo ).

Quarenta pacientes com QAs disseminados em antebragos atendidos no
ambulatério do Departamento de Pele, do Hospital Amaral Carvalho, de Jau, foram
selecionados para o presente estudo. Os critérios de exclusdo incluiram a
hipersensibilidade ao acido aminilevulinico ou outro componente da foérmula,
diagnostico de porfiria, gestagdo e amamentacdo. Os pacientes que aceitaram
participar do estudo foram orientados e apés assinaram Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo II).

O procedimento iniciou-se com a limpeza dos antebracos e méos, com uma
gaze embebida em solugéo salina 0,9% estéril. Em seguida foi feita a curetagem das
queratoses actinicas; e, posteriormente, a limpeza com gazes embebidas em agua
destilada estéril. Apds, o acido 5-aminolevulinico (5-ALA) a 15% foi aplicado de
maneira a cobrir toda a area a ser tratada (antebrago e mao). O 5-ALA foi formulado
pela farmacia autorizada pela presente instituicdo e era composto por emulséo de
agua QSP, Nipagen 0,5%, Propileroglicerol 5%, Nipasol 0,05%, Polowax NS 18%.
Apébs a aplicacdo do agente fotossensibilizador, a oclusdo dos membros foi sendo
realizada. Inicialmente cobriu-se toda area com filme plastico, em seguida por papel
aluminio, e, por fim, com atadura de crepe.

Em seguida, os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com
tempo de oclusédo (n=20). No grupo 1 (G1) os pacientes permaneceram por 2 horas
em oclusdo e o grupo 2 (G2), por 4 horas. Terminado este periodo, os pacientes
foram liberados e orientados a permanecerem em abrigo da luz solar.

Na sesséo seguinte, foi retirada a cobertura e feita a limpeza da area tratada
com gaze embebida em agua destilada nos grupos 1 e 2. Em seguida, foi realizada
a fotoexposigdo da area por 40 minutos sendo a dose de energia de 40 Jiem?. O
aparelho fotossensibilizador (protétipo) utilizado foi um sistema a base de emissores
LED (diodo emissor de luz) especialmente desenvolvido para essa aplicacao e
estudo. O sistema denominado Kerato PDT foi desenvolvido no Grupo de Optica,
Laboratério de Biofotdnica e Laboratério de Apoio Técnico (LAT) do Instituto de

Fisica de Sdo Carlos. O equipamento é constituido, basicamente, por placas de
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LEDs, emitindo uma banda centrada no comprimento de onda de 620 nm. Estas
placas foram distribuidas de forma a possibilitar a iluminagdo uniforme de todo o
antebraco e mao do paciente para o tratamento de queratose actinica disseminada.
O controle de iluminacéo foi realizado através de uma caixa de alimentacéao elétrica,
permitindo ao usuario a variacao da intensidade luminosa dos LEDs e da iluminacéo

individual, sendo mao, punho e antebrago, ou a combina¢éo dessas placas.

Figura 2 — Sesséo de terapia fotodindmica com aparelho
Kerato PDT

Figura 3 — Aparelho Kerato PDT: detalhe da disposicéo
anatdmica das placas de LED
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Apbs a terapia fotodindmica os pacientes, dos grupos G1 e G2, foram
orientados de maneira verbal e escrita para como proceder em casa (Anexo lll). Esta
orientag@o continha informagdes sobre higiene de rotina das areas tratadas, sobre o
uso de fotoprotetor e emolientes, e, em caso de sintomatologia dolorosa, o uso de
medicag¢éo analgésica via oral conforme prescricado médica.

Adicionalmente, para maior conhecimento da dor na TFD, durante o
tratamento, de 40 minutos de duragéo, os pacientes dos grupos G1 e G2 foram
submetidos a uma avaliacdo verbal da dor numa escala numérica de dor variando de
zero (auséncia de dor) a dez (dor severa). Tal escala era aplicada de 5 em 5
minutos.

A avaliagdo clinica de G1 e G2 foi realizada pelo médico responsavel apos
30 dias do tratamento através de uma escala de zero a dez, onde zero representava
auséncia de melhora e dez, a melhora total das lesbes. Ainda, as mesmas foram
avaliadas no periodo de 90 dias ap6s o tratamento. Os valores obtidos foram

submetidos a analise estatistica pelo Teste de Mann-Whitney com p=0,10 (Tabela I).
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5. RESULTADOS
De acordo com os voluntarios selecionados para o estudo, observou-se que
a maioria dos pacientes do grupo G1 pertencia ao sexo feminino (65%). Ja no grupo

G2, 60% dos pacientes eram do sexo masculino (Figuras IV e V).

M Sexo masculino M sexo feminino

35%
65% n7
n 13

Figura 4 — llustragao grafica da distribuicédo dos pacientes do grupo G1
de acordo com o sexo.

Figura 5 — llustragao grafica da distribuicédo dos pacientes do grupo G2 de
acordo com o sexo.
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De acordo com a avaliagdo médica inicial e apés 30 dias pode-se observar
melhora total das lesbes em 25% dos pacientes do G1 e em 40% do G2 (Figuras VI
e VII). Essa melhora permaneceu mesmo ap6s 90 dias do tratamento. Porém,
quanto ao tempo de oclus&o os grupos G1 e G2 ap6s 30 dias de tratamento néo
apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0.10) (Tabela I). Observa-
se que o menor indice de resposta foi de 40%, observado no grupo G1, mas ainda
sim em apenas um paciente. A documentacao fotografica demonstra os resultados
do tratamento (Figuras VIII, IX, X e XI).

Tabela 1 — Diferencas entre os postos médios de tempo de ocluséo para TFD
para cada grupo.

Comparacéao Diferenca entre os postos médios p-valor*

Glvs G2 12.714 0,2036

*p<0,10 possui diferenca estatistica pelo Teste Mann-Whitney.



5%

BEMELHORA DE

100%
EMELHORA DE

90%
EMELHORA DE

80%
B MELHORA DE
59 60%
% B MELHORA DE
50%
"

5%

45%

Figura 6 — llustragéo gréfica da distribuicdo dos 20 pacientes do grupo G1 (2h de ocluséo)
de acordo com a melhora ap6s 30 e 90 dias segundo a avaliagdo médica.

Figura 7 — llustragdo gréafica da distribuicdo dos 20 pacientes do grupo G2 (4h de ocluséo)
de acordo com a melhora ap6s 30 e 90 dias segundo a avaliagdo médica.
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Figura 8: paciente ASL, sexo feminino, 2 h de ocluséo:
A) pré tratamento; B) 25 dias apds; C) 90 dias apos.
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Figura 9: paciente LSB, sexo feminino 4 h de ocluséo:
A) pré tratamento; B) 39 dias ap0s; C) 150 dias apos.
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Figura 10: paciente TSF, sexo feminino 2 h de oclusédo: A) pré tratamento; B) 40 dias apds.

Figura 11: paciente TSF, sexo masculino 4 h de ocluséo: A) pré tratamento; B) 101 dias ap0s.
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De acordo com a escala de dor aplicada durante os 40 minutos de
irradiac&o, observou-se indices elevados de dor no inicio da aplicagédo, decrescendo

progressivamente ao longo do tempo (Figura XIl). A intensidade da dor foi maior no

grupo G2

o 1 B 4 horas
1 I 2 horas

Score de dor

0 10 20 30 40
Tempo (min)

Figura 12 — Escore de dor dos grupos G1 (2 horas de ocluséo) e G2 (4 horas de ocluséo)
durante 40 minutos de iluminacao.
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6. DISCUSSAO

O tratamento das queratoses actinicas através da terapia fotodinamica é um
método eficaz com excelente resultado cosmético (Tierney et al, 2008; Morton et al,
2002; Morton et al, 2008). Até o presente momento ndo ha um protocolo padréo para
a TFD no tratamento das QAs, havendo variagdes quanto a concentragédo do ALA,
tempo de oclusao, intensidade e dose de energia (Issa & Manula-Azulay, 2010). Na
literatura observa-se varios estudos clinicos cujas concentragcbées de ALA variam de
5 a 20% (Calzavara-Pinton et al, 2006; Kalka et al, 2000; Orenstein et al, 1996;
Svanberg et al, 1994). Os melhores resultados terapéuticos foram obtidos com
concentragbes entre 10 e 20% (Calzavara-Pinton et al, 2006; Kalka et al, 2000;
Szeimies et al, 1996; Babilas et al, 2005; Wolf et al, 1993; Orenstein et al, 1996;
Nestor et al, 2006; Svanberg et al, 1994; Cairduff et al, 1994).

E importante na TFD a dose de energia utilizada. Varios estudos relataram
diferentes doses de energia total no tratamento das queratoses actinicas concluindo
que doses menores sdo mais indicadas (Morton et al, 2008; Radakovic-Fijan et al,
2005). Outro fator determinante no sucesso da TFD é a uniformidade da aplicagéo
desta dose de enegia no local tratado. Em se tratando de QAs em membros
superiores € importante que o sistema de iluminagcdo ofereca uma iluminagao
uniforme de todo o membro. Para isso, foi desenvolvido o protétipo “Kerato PDT”.
Trata-se de um aparelho desenvolvido pelo Grupo de Optica do Instituto de Fisica de
Sao Carlos, o qual permite cobrir total e simultaneamente os membros superiores de
modo que estes recebam a luz emitida por diodo com a dose correta de energia
distribuida uniformemente. O equipamento é constituido por placas de LEDs, que
emitem banda centrada no comprimento de onda de 620 nm (Figura Il e Ill). O
“Kerato PDT” emite uma dose de 40 J/cm? com intensidade de 15mW/cm?, que em
40 minutos consegue tratar as QA dos dois membros superiores simultaneamente.
Tais parametros estdo de acordo com as sugestdes da literatura (Radakovic-Fijan et
al, 2005; Morton et al, 2008). Trata-se de uma importante opc¢ao terapéutica no
tratamento em larga escala das QA disseminadas dos membros superiores.

Existem na literatura recomendacbes de diferentes tempos de ocluséo
(Touma et al, 2004; Jeffes et al, 2001; Braathen et al, 2008).

No presente estudo a avaliagdo in vivo do tempo de oclusdo ideal do
fotossensibilizador ALA 15% para o tratamento das QA disseminadas dos membros

superiores, embora tenha apresentado 25% de melhora total com 2 horas de
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oclusdo e 40% com 4 horas, demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente
significativa entre os tempos de 2 e 4 horas de oclus&o para a dose de energia de 40
Jiom?.

A avaliacdo da dor durante o procedimento de TFD no presente estudo
demonstrou queda progressiva ao longo do tempo. Tal fato pode estar relacionado
com o consumo da PplX durante o tratamento (Weigell et al, 2008). Embora outros
estudos nao comprovem esta afirmacgéo (Weigell et al, 2003). A dor associada & TFD
com ALA é o primeiro efeito colateral observado. Pode durar minutos a horas e tem
sido relacionada com a intensidade, tipo de luz, localizagdo e numero de lesbes
(Weigell et al, 2008; Weigell et al, 2003). Portanto, espera-se que nos pacientes
avaliados neste estudo (QA disseminadas) a dor seja um fator relevante. A dor € um
obstaculo na aceitabilidade da TFD. Portanto é importante encontrar um protocolo
de tratamento cujos resultados se igualem ou superem a eficacia dos atuais.
Baseando-se neste estudo sugere-se para o Kerato PDT o protocolo de 2 horas de
oclusao do ALA 15%, devido ao menor escore de dor apresentado pelo grupo de 2

horas de oclusao.



Conclusao
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7. CONCLUSAO

Frente aos fatos apresentados no presente estudo pode-se concluir que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes tempos de ocluséo
no tratamento da Terapia Fotodinamica quando se utilizou ALA a 15%.

Os autores propdéem um protocolo de oclusdo de 2 horas para a TFD com
ALA 15% realizada no prototipo “Kerato PDT”.
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ANEXO 1
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Fundagdo Amaral Carvalho

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundag@o Hospital Amaral Carvalho analisou os
documentos supracitados na 542 reunifo ordindria realizada no dia 04 de dezembro de 2009.
Segue abaixo as consideracdes feitas pelo relator:

"Apds a andlise do projeto supracitado, verifiquel tratar-se de trabalho de pesquisa
universitirio de autoria de Valentina Soffner Jorge Bonilha, aluna do Programa de Pds-
Graduacio em Pesquisa e Desenvolvimento, grau do Curso de "Blotecnologia Médica®, da
Universidade Estadual Paulista - UNESP, com orientacSo da Prof2 Dr2 Ana Gabriela Silvio, Médica
do Departamento de Pele e Partes Moles da Fundacdo Amaral Carvalho.

O objetive geral do projeto é pesguisar a terapia fotodindmica no tratamento de
"Queratose Actinica Disseminada®

Como Método e Casulstica consta no projeto que:

- Serdo incluidos 40 pacientes com gueratose actinica intensa, localizadas em bragos,
antebracos e mios, atendidos no Departamento de Pele do Hospital Amaral Carvaiho;

- Todos os pacientes que participarem da pesquisa, bem como 05 seus respectivos
acompanhantes, serdo orlentados (de forma verbal e escrita);

- Serd assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

- Os paclentes serdo divididos em dois grupes: vinte (20) pacientes com tempo de
oclusdo de quatro (4) horas e vinte (20) pacientes com tempo de oclusdo de duas (2) horas;

A medicacio que serd usada serd o Acido S-aminolevulinico (5-ALA) FSUESCC "NIOPIIK®
B SADAVAYAd. 1K4, Moscou, RUssia, manipulado na concentracio de 15% em emulsdo dgua QSP,
Nipagen 0,5, Propileroglicerol 5%, Nipasol 0,05%, Polowax N,5 18%, pela farmdacia autorizada pela
Instituicdo;

- O aparelho (protétipo) a ser usado é o Laser de Diodo (LED), desenvolvido pelo Grupo
de Optica, Laboratério de Biofoténica e Laboratério de Apoio Téenico (LAT) do Instituto de Fisica de
S3o Carlos.
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Aplicacdo do Produto:

- Para o procedimento, serd realizads uma curetagem em ambos os membros
superiores;

- Apds esse procedimento, serd feita uma limpeza com dgua destilada;

- Serdo administrados 3.0 gramas em cada membro superior por via tdpica;

- Em seguida, os membros serdo coberto por fime pidstico de PVC, em seguida
envolvidos pé um papel aluminio, e por ditimo com atadura de crepe;

- Apds o tempo de oclus8o determinado do grupo de 2 ou 4 horas, serd feita a limpeza
dos membros retirando todo medicamento tdpico da pele;

.- Terminado esse procedimento, seguird no aparelho "Kerato PDT™ por 40 minutos;

- Durante esse tempo, serd medida & dor pelo Score de Dor 2 cada 5 minutos com
resposta verbal, numa escala de 0 a 10;

- O paciente receberd uma medicacdo oral para analgesia conforme prescricio feita pela
médica responsavel, 10 minutos antes do iniclo do POT;

- Ao término do procedimento, o paciente efou acompanhante receberdo orientacies
verbais e por escrito sobre o uso de fotoprotetor, emolientes e medicagBes analgésicas.

Serd respeitada a confidencialidade, de conformidade com os termos gue
acompanham o projeto. Também ndo existird 6nus para o Hospital Amaral Carvalho.

O profeto de pesquisa acompanha um detalhado termo de consentimento pré-
informade, livre e esclarecido.

Também deverd ser respeitada a confidencialidade, de conformidade com os termos
gue acompanharm o projeto, assumindo a autora do profete toda a responsabilidade civil,
administrativa e criminal, respondendo ela ndo apenas pela confidencialidade, mas também por
eventuais prefufzos causados em decorréncia do uso Inadequado ou eventual mé fé na divulgacio
&fou utilizacdo das informacdes obtidas com o projeto.

Diante do exposte e ndo vislumbrando nenhum dbice que possa impedir ou
dificultar o desenvolvimento do trabalho de pesguisa, sou favordvel a ele.”

Diante do exposto, manifestamo-nos pela aprovacio sem restricies dos
documentos avaliados.
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro, para os devidos fins, que fui devidamente informado(a) scbre a
realizacéo do tratamento das lesdes pré cancerosas localizadas nos meus antebragos
através da teraplia fotodindmica (PDT). Esta é uma opgéo de tratamento, escolhida
por mim, sendo que ha outras opgdes de tratamento para minha doenca.

Estou ciente de que este tratamento & feito de forma gratuita, ndo havendo
despesas ou 6nus de qualquer natureza da minha parte.

Fui informado(a) sobre o processo de aplicagio do creme, devendo
permanecer com os membros superiores cobertos pelo periodo de duas ou quatro
horas, de acordo com este estudo. Serel submetido &4 aplicacdo da luz e logo apds
estarei apto a voltar para casa.

Estou ciente de que vai haver formagdo de casca, vermelhidao e, as vezes,
feridas superficiais nos locais da aplicagdo. Recebl orientacbes e receita médica para
retirar medicag&o para eventual dor no Posto de Salde mais préximo & minha casa.

Minha participacéo & voluntéria, livre de qualquer coagio ou obrigagao. Ficam-
me assegurados os seguintes direitos: liberdade para interromper a participagéo a
qualquer momento do estudo, de acordo com minha vontade. Também me é
assegurada a confidéncia de qualquer dado pessoal, assim como o sigilo de minha
identidade.

Declaro ainda que fui cerificado de que os resultados obtidos poderao ser
utilizados em publicagbes e estudos futuros. Autorizo a publicagio das fotografias das
lestes sem que meu nome seja divulgado.

Eu, , RG
n® , apbs ter lidc e entendido as informacdes e

escalrecido minhas dividas concorde voluntariamente em participar deste estudo,
podendo receber informagdes adicionais com a pesquisadora abaixo referida.

paciente enf. Valentina Soffner Jorge Bonilha

Profa Dra Ana Gabriela Salvio

Telefones para contato: (14) 3602 -1374 ou (14) 3602 1375
Departamento de Pele do Hospital Amaral Carvalho de Jad
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ANEXO 3

ORIENTACOES POS TFD

NAO SE EXPOR AO SOL
NAO FICAR EXPOSTO A NENHUM TIPO DE CALOR

USAR O CREME FORNECIDO 3 VEZES AO DIA OU O HIDRATANTE DE
COSTUME

NAO PUXAR AS CASQUINHAS DA PELE

EVITAR BANHO MUITO QUENTE

EVITAR FICAR PERTO DO FORNO (FOGAO) POR 3 DIAS

NAO LAVAR ROUPA EM TANQUES POR 3 DIAS

FAZER USO DO PROTETOR SOLAR

SE TIVER DOR TOMAR MEDICACAO CONFORME A PRESCRICAO MEDICA
SE TIVER DUVIDAS TELEFONAR PARA (014) 3602-1374.
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