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RESUMO

Fundamentos: Campo de cancerizagéo cutaneo representa uma area com alteragdes gendmicas induzidas pela
radiacdo ultravioleta (RUV), cujo sinal clinico de atividade s&o as queratoses actinicas (QA). Tratamentos que
visem sua estabilizacdo podem reduzir a incidéncia de QA e de tumores cuténeos. Polypodium leucatomos (PL)
contém compostos polifendlicos com atividade antioxidante e potencial papel na prevengao do desenvolvimento
de lesbes pré-neoplasicas. A colchicina tépica presentou reducdo de 77% das QAs faciais, com satisfatorio
resultado estético pds-tratamento, e em ensaio recente apresentou resultados semelhantes a terapia fotodindmica
no tratamento das QAs dos antebragos. O mebutato de ingenol é utilizado no tratamento de QAs e do campo de
cancerizagdo com forte grau de recomendacdo até entdo. Esse trabalho objetiva avaliar a eficacia do creme de
colchicina 0,5%, do mebutato de ingenol 0,05% gel e do extrato de Polypodium leucatomos via oral, no tratamento
de QA e campo de cancerizagdo cutaneo em imunocompetentes.

Casuistica e métodos: Ensaio clinico randomizado, fatorial, duplo-cego e placebo-controlado para o tratamento
oral e aberto para o tratamento tdpico. Foram incluidos 50 pacientes do ambulatério de Dermatologia da UNESP-
Botucatu, com 3-10 QAs em cada antebraco, que receberam PL oral ou placebo (dois comprimidos de 250mg
12/12 horas por 60 dias), e tiveram seus antebragos tratados com creme de colchicina 0,5% (2x/dia por 7 dias —
grupo COL), filtro solar FPS 30 (3x/dia — grupo FPS) ou mebutato de ingenol 0,05% gel (1x/dia por dois dias -
grupo MI) e reavaliados apds 15, 60 e 180 dias. A avaliago clinica foi realizada pela contagem de QAs, sua escala
de gravidade (AKSS) e escala de fotoenvelhecimento dos antebragos (EFA). Dessa forma, os pacientes foram
divididos em seis grupos: PL+COL, PL+MI, PL+FPS, PLAC+COL, PLAC+MI e PLAC+FPS. Em 12 dos 50
pacientes, os antebragos foram biopsiados (D0, D60 e D180) e foi realizada analise anatomopatoldgica do KIN
(Keratinocyte Intraepithelial Neoplasia), na coloragdo hematoxilina-eosina (H&E). Todos os pacientes incluidos no
estudo e randomizados fizeram parte da populacéo ITT (intention to treat). As contagens de QA, AKSS, EFA e o
KIN foram comparados de acordo com o tempo e para 0s grupos (ao longo do tempo) pelo modelo linear
generalizado de efeitos mistos. Os dados ausentes foram imputados por meio do modelo misto. A significancia foi
definida como valor de p unicaudal <0,05. O tamanho do efeito entre os grupos foi estimado pelo bootstrap (1000
reamostragens).

Resultados: A idade média dos individuos foi de 72 anos; 64% eram homens. No D60, o clearance total e parcial
foi identificado em dois e 11 individuos (8% e 44%) no grupo PL, trés e 11 (12% e 44%) no grupo PLAC, cinco e
18 (14,7% e 52,9%) no grupo COL, cinco e 17 (16,1% e 54,8%) no grupo MI; e um e nove (2,8% e 25,7%) no
grupo FPS. Em relac&o ao tratamento oral, houve reducao significativa na contagem de QA, AKSS e EFA no D60
e no D180 (p <0,05), sem diferengas entre os grupos, exceto para o grupo PL em AKSS, superior no D180.
Consequentemente, a analise foi realizada em relagdo aos tratamentos tépicos, de forma que houve redugéo
significativa na EFA para COL, Ml e FPS (-12% vs -14% vs -10%), AKSS (-56% vs -46% vs -35%) e contagem de
QA (-43 % vs -39% vs -26%) 60 dias apds as intervengdes (p <0,05). Em relagdo ao D180, houve uma redugao
na contagem de QA (-57% vs -53% vs -37%), AKSS (-60% vs -44% vs -35%) e EFA (-15% vs -14% vs - 10%).
COL foi superior aos outros grupos na contagem de QA e EFA (p <0,05) no D60 e D180. Dois (8%) individuos
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relataram epigastralgia no grupo PL e dois (8%) relataram diarreia no grupo PLAC. Os eventos adversos
moderados observados em tratamentos topicos no D15 foram de 13% no grupo MI, 23% no COL e 8% no FPS.
COL reduziu significativamente o KIN no D60 e no D180, enquanto ndo houve o mesmo efeito com os outros
tdpicos (p<0,05).

Conclusao: Polypodium leucatomos nédo se mostrou eficaz no tratamento do campo de cancerizagdo cutaneo,

enquanto colchicina 0,5% creme, mebutato de ingenol 0,05% e filtro solar FPS 30 sdo eficazes e seguros.

Palavras-chave: Campo de cancerizagdo, Carcinoma espinocelular, Ceratose actinica, Colchicina, Dermatologia,

Mebutato de ingenol, Polypodium leucatomos, Oncologia, Quimioprevenc&o.
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ABSTRACT

Background: Skin field cancerization (SFC) represents an area with genomic mutations induced by ultraviolet
radiation (UVR), whose clinical sign of activity is actinic keratoses (AK). Treatments which aim to stabilize SFC may
reduce the incidence of AK and skin cancer. Polypodium leucatomos (PL) contains polyphenolic compounds with
antioxidant activity and potential role in prevention of development of pre-neoplastic lesions. Topical colchicine
reduced 77% of facial AKs, with a satisfactory aesthetic result, and in a recent trial presented similar results to
photodynamic therapy in the treatment of AKs of the forearms. Ingenol mebutate is a modality of treatment of AKs
and SFC with a strong degree of recommendation. This work aims to evaluate the effectiveness of 0.5% colchicine
cream, 0.05% ingenol mebutate gel and PL extract orally, in the treatment of AK and SFC in immunocompetent
individuals.

Methods: Randomized, factorial, double-blind, placebo-controlled clinical trial for oral treatment and open for
topical treatment. Fifty patients from the Dermatology outpatient clinic at UNESP-Botucatu were included, with three
up to ten AKs on each forearm, who received oral PL or placebo (two 250mg tablets bid for 60 days), and had their
forearms treated with. 0.5% colchicine cream (bid for 7 days - COL group), SPF 30 sunscreen (three times a day -
SC group) or 0.05% ingenol mebutate gel (once daily for two days - IM group) and reevaluated after 15, 60 and
180 days. The clinical evaluation was performed by AK count, the actinic keratosis severity scale (AKSS) and the
forearms photoaging scale (FPS). Subjects were divided into six groups: PL+COL, PL+IM, PL+SC, PLAC+COL,
PLAC+IM and PLAC+SC. In 12 of the 50 patients, forearms were biopsied (D0, D60 and D180) and an
anatomopathological analysis of KIN (Keratinocyte Intraepithelial Neoplasia) in hematoxylin-eosin staining (H&E)
was performed. All patients included in the study and randomized were part of the ITT (intention to treat) population.
AK count, AKSS, FPS and KIN were compared according to time and for groups (over time) by the generalized
linear mixed effects model. The missing data were imputed using the mixed model. Significance was defined as a
one-tailed p-value <0.05. The effect-size among the groups was estimated by (1,000 resamples) bootstrap with
accelerated correction for bias.

Results: The mean age of the subjects was 72 years and 64% were male. At 60 days, total and partial clearance
were observed in two and 11 subjects (8% and 44%) in the PL-group, three and 11 (12% and 44%) in PLAC-group,
five and 18 (14.7% and 52.9%) in COL-group, five and 17 (16.1% and 54.8%) in IM-group; and one and nine (2.8%
and 25.7%) in SC-group. Regarding oral treatment, there was a significant reduction in AK count, AKSS and FPS
after 60 days and D180 (p<0.05), with no differences between groups, except for the PL group in AKSS, superior
at D180. There was a significant reduction in SPF for COL, IM and SC in FPS (-12% vs -14% vs -10%), AKSS (-
56% vs -46% vs -35%), and AK count (- 43% vs -39% vs -26%) 60 days after the interventions (p <0.05). Regarding
D180, there was a reduction in AK count (- 57% vs -53% vs -37%), AKSS (-60% vs -44% vs -35%) and FPS (-15%
vs -14% vs -10%). COL was superior to the other groups in the AK count and FPS (p<0.05) at D60 and D180. Two
(8%) subjects reported epigastralgia in PL group and two (8%) reported diarrhea in PLAC group. Moderate adverse
events observed in topical treatments at D15 were 13% in IM group 23% in COL and 8% in SC. Only COL
significantly reduced KIN at D60 and D180 (p<0.05).
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Conclusion: Polypodium leucatomos was not effective in treating SFC, while colchicine 0.5% cream, ingenol

mebutate 0.05% gel and sunscreen SPF 30 are effective and safe, with superiority to colchicine.

Keywords: Actinic keratosis, Chemoprevention, Colchicine, Dermatology, Ingenol mebutate, Polypodium

leucatomos, Oncology, Skin field cancerization, Squamous cell carcinoma.
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1.REVISAO DE LITERATURA

Queratoses actinicas e campo de cancerizagao cutaneo

As queratoses actinicas (QA), também chamadas ceratoses actinicas ou queratoses
solares, sdo proliferacbes atipicas de células epiteliais, resultantes, principalmente, da
fotoexposicdo crénica e consideradas pré-malignas.! Por serem lesfes pré-neoplasicas,
apresentam risco de evoluir para carcinoma espinocelular (CEC) de 0,025 a 20% ao ano.2 Apesar
de o dano solar cronico ser a principal causa, QAs também podem ocorrer ocasionalmente devido
a outros tipos de radiagdo, como exposi¢ao a raios X, radioterapia e exposi¢ao a radiagdo UV
artificial em tratamentos de fototerapia, por exemplo,® o que justifica o maior uso do termo
queratose actinica (de origem grega, aktines: raios).4

Além do potencial risco de evolugéo para CEC, as QAs destacam-se também pela alta
prevaléncia na populagéo: no Brasil, € a quarta dermatose mais diagnosticada nos consultérios
dermatoldgicos, sendo o diagnéstico mais frequente em pacientes com mais de 65 anos.® Os
indicios de aumento na incidéncia de QAs na populagdo ao longo do tempo,® visto o
envelhecimento populacional e a exposi¢do cumulativa a radiagéo ultravioleta (RUV),! sdo outro
aspecto epidemioldgico relevante, justificando a necessidade de realizagédo de mais estudos
relacionados a epidemiologia, fisiopatologia, seguimento e terapéutica das QAs.

Os grupos de maior risco de desenvolverem QAs s&o os pacientes de fototipos baixos (|
e Il de Fitzpatrick), idosos, pacientes com antecedente de exposi¢cdo solar cronica sem
fotoprotecé@o,? principalmente se exposi¢cdo ocupacional,” pacientes do sexo masculino (fato
provavelmente justificado pela maior exposi¢do laboral),89 pacientes imunococomprometidos,
destacando-se 0s transplantados de drgdos solidos,'0"" e pacientes portadores de
genodermatoses que apresentem defeitos nos genes de reparo ao DNA (xeroderma pigmentoso,
sindrome de Rothmund-Thompson, sindrome de Bloom, entre outras).1?

A RUV é o principal fator envolvido na fisiopatologia das QAs, visto que a radiacdo
ultravioleta do tipo B (UVB) é absorvida pelo DNA celular, promovendo erros no reparo de dimeros
de ciclobutano pirimidina e substituicdes de DNA do tipo citosina-timina (C-T), o que leva a
mutagOes na proteina p53, mutagdes no gene da telomerase e aumento na produgao de citocinas
pré-inflamatorias. Além disso, outros mecanismos envolvidos s&o inflamagao, estresse oxidativo,
imunossupressao, apoptose prejudicada, desregula¢do do ciclo celular e da proliferagdo celular
(figura 1).13.14
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Figura 1. Mecanismos envolvidos na patogénese das QAS (fonte: Reinehr CPH, Bakos RM. Actinic keratoses: review
of clinical, dermoscopic and therapeutic aspects. An Bras Dermatol 2019; 94:637-57).

Clinicamente, as QAs sdo identificadas como maéculas, papulas, maculo-papulas ou
placas, confluentes ou ndo, cobertas por escamas aderentes e hiperqueratdsicas, podendo ou ndo
apresentar base infiltrada (Figura 2), presentes principalmente nas areas mais expostas a luz solar:
75% das QAs diagnosticadas encontram-se no colo, face, couro cabeludo, antebragos e dorso das
mé&os.'> No exame clinico dermatoldgico, faz-se necessario lembrar que algumas QAs podem ser

mais palpaveis que visiveis, 0 que pode dificultar o diagnéstico de algumas lesdes.
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Figura 2. Queratoses actinicas: lesdes eritematosas, hiperqueratosicas no dorso da mio e uma leséo
hiperceratésica e infiltrada no punho. Tais &reas foram cronicamente danificadas pela exposi¢éo solar
cronica (Fonte: Arquivo dos pesquisadores).

As QAs podem ser classificadas através de diferentes métodos, como apresentagéo
clinica,'® caracteristicas evolutivas,'” caracteristicas clinicas e anatomopatologicas,'®'9 e
dermatoscépicas, no caso das QAs faciais.20 Porém, até o momento, as classificagdes clinicas

nao mostraram correlagdo com as classificagdes histolégicas.?!

A relacdo de maior risco de evolugdo para CEC em QAs que apresentam displasia na
camada basal é uma das observagbes que podem justificar tal fato.2223 Recentemente, foi
desenvolvida um escore clinico de gravidade das queratoses actinicas (AKSS), que leva em
consideracdo o diametro, a hiperqueratose e a ulceragdo, que se correlacionou positivamente com

0 grau de atipia dos queratindcitos na analise anatomopatologica em H&E das QAs biopsiadas.?*

Os sinais indicadores de possivel progressdo de QA para CEC s&o: infiltragéo,
crescimento rapido, sangramento e ulcerag@o, e devem ser um alerta ao dermatologista no
momento do diagnostico.!25 A alta variabilidade para o risco de progresséo para CEC encontrada
na literatura deve-se, provavelmente, as heterogeneidades entre os desenhos dos estudos
realizados até o momento. O risco de evolugdo de uma unica QA para CEC é baixo

(aproximadamente 1% em 10 anos, em estudos mais recentes)®, porém, um mesmo paciente
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com mltiplas QAs possui um risco muito maior de desenvolver CEC, carcinoma basocelular
(CBC), e mesmo melanoma, em menores proporgdes.2’.28 Tal fato, somado a dificuldade até o
momento em determinar qual lesdo realmente evoluira ou ndo para CEC torna primordial o
tratamento de todas as QAs e o seguimento do paciente com multiplas lesdes, na tentativa de
reduzir a morbimortalidade relacionada as neoplasias cutaneas.

E comum que pacientes com diagndstico de QA possuam mais de uma lesdo em uma
mesma area. Multiplas QAs incidentes em uma mesma regido caracterizam clinicamente um
campo de cancerizagéo cutaneo (CCC) em atividade.?°

Descrito pela primeira vez em 1953 por Slaughter em pacientes com CEC oral, 0 campo
de cancerizagdo compreende uma area de tegumento aparentemente normal, porém, com
alteragdes subclinicas e multifocais, composta por células geneticamente alteradas, teoria que
justificaria a recorréncia de tumores considerados completamente excisados a histopatologia ou
surgimento de novas neoplasias em areas adjacentes.30

O conceito de CCC sugere que a pele aparentemente normal que circunda as QAs seja a
base da expansdo clonal de células geneticamente alteradas (figura 3), 0 que explicaria a
ocorréncia de novas QAs ou outras neoplasias cutdneas em uma mesma area tegumentar, além
da recorréncia local de tumores considerados completamente excisados pela analise

histopatolégica.3!:32

a b Insulto
a mutagénico
2 S

{ o | \o\ 2|
S OaAnED
1/“7‘*»-%#“(“?\/\*
AL el %) L

| (") Célulanormal (Z) Célulamutada (o)  Célulamaligna

Figura 3. Caracterizagdo do campo de cancerizagao: a) Desenvolvimento de um tumor esporédico, lesdo que néo
compartilha mutagdes tumorigénicas com o tecido circunjacente; b) Desenvolvimento de um tumor em um campo cancerizado,
iniciado a partir de uma célula com mutagées tumorigénicas inicialmente compartilhadas e fenétipo alterado concomitante com o
tecido circundante, que levam a expans&o de sua linhagem ancestral para formar um campo de cancerizagéo; ¢) Um campo de
cancerizagdo pode ser iniciado independentemente por muitas células apds um insulto mutagénico. Tal insulto pode fornecer as
células um fendtipo vantajoso como conseqiiéncia de dano ao DNA dentro de um gene-chave e fornecer um microambiente
favoravel ao desenvolvimento de lesdes neoplasicas e pré-malignas (Fonte: Curtius K, Wright NA, Graham TA. An evolutionary
perspective on field cancerization. Nat Rev Cancer. 2017; 18(1):19-32).
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Recentemente, o CCC vem sendo estudado devido a sua importancia clinica, pois sua
estabilizagdo pode prevenir o surgimento de neoplasias, sua recorréncia ou a evolugao das lesdes

ja existentes (Figura 4).33

Figura 4. Campo de cancerizagdo cutaneo: multiplas queratoses actinicas (identificadas) nos antebragos
de idoso exposto cronicamente ao sol. Em comparagéo, sua pele do térax protegida pelo sol ndo apresenta
lesdes evidentes (Fonte: Arquivo dos pesquisadores).

Até o presente momento, a contagem de QAs ¢ a principal medida clinica indireta de
atividade no campo de cancerizacdo cutédneo, sendo utilizada em pesquisas, geralmente
associada a outros parametros, como di@metro, ulceracéo e a erupgao de novos tumores cutaneos
nao-melanoma (TCNM) na area estudada. Entretanto, a contagem de QAs em si € um método que
pode ser ndo-reprodutivel, principalmente em areas extensas de campo de cancerizagéo, com um
grande numero de QAs,3 tornando-se necessaria a procura por métodos mais acurados de
medida de atividade do campo de cancerizagao cuténeo.

A exposicdo a RUV, bem como inflamagao, estresse oxidativo, imunossupressao,
apoptose prejudicada, desregulacdo do ciclo celular e da proliferagéo celular,'314 sdo fatores
presentes na fisiopatologia das QAs e comuns ao processo de fotoenvelhecimento, de forma que

aspectos clinicos relacionados a senescéncia cutéanea, como elastose solar, ritides e melanoses,
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também séo sinais clinicos presentes em areas que apresentam um CCC em atividade e podem
ser avaliados como parametros adjuvantes a caracterizagdo da atividade do campo de
cancerizagao cutaneo.

Varios marcadores foram testados ultimamente, como analise de dimeros de ciclobutano
pirimidina, expressado imunohistoquimica de p53, Ki67, survivina, tenascina-C, entre outros, porém
com resultados conflitantes. Estudo recente do nosso grupo em campo de cancerizagdo
evidenciou que atipias intraepiteliais, p53 e Ki67 conjuntamente podem auxiliar na caracterizagao
de atividade do campo de cancerizacdo cutaneo,3 porém, mais estudos com outros marcadores
necessitam ser realizados. Além disso, 0 uso de marcadores histoldgicos no campo de
cancerizagdo ndo é pratico, visto a necessidade da realizagdo de uma bidpsia em um paciente
muitas vezes sem queixas.

Técnicas de imagem, como a microscopia confocal e a tomografia por coeréncia optica
(OCT), podem ser aprimoradas como métodos de avaliagédo do campo de cancerizagédo cutaneo.
Em QAs, a microscopia confocal apresenta como sinais de maior especificidade o desarranjo
estrutural e o pleomorfismo celular (figura 5);3 entretanto, sua aplicabilidade ainda é pouco

estudada no campo de cancerizagao em si e, portanto, incerta.2> Logo, ainda ndo ha consenso na

literatura quanto a parametros clinicos ou histoldgicos que possam medir sua atividade.30

Figura 5. Microscopia confocal de uma QA. A) Ruptura da arquitetura epidérmica, pleomorfismo de queratinécitos e
atipia, evidenciados pela desorganizago estrutural dos queratindcitos. B e C). Os nucleos correspondem a areas ovais escuras a
arredondadas centralmente colocados dentro dos queratindcitos, cercados por uma borda brilhante do citoplasma (setas brancas)
e variando em tamanho e forma, indicando pleomorfismo (Fonte: Ulrich M, Maltusch A, Rius-Diaz F, Réwert-Huber J, Gonzélez S,
Sterry W, et al. Clinical applicability of in vivo reflectance confocal microscopy for the diagnosis of actinic keratoses. Dermatologic
Surg. 2008;34(5):610-9).

Tendo em vista o envelhecimento da populagdo, a maior exposicdo a RUV e o
consequente aumento da incidéncia de QAs e de neoplasias cutaneas, terapéuticas que visem a

estabilizacdo da atividade do campo de cancerizagdo podem contribuir para a reducdo da
incidéncia de QAs e outras neoplasias malignas da pele. Ademais, o tratamento do campo de
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cancerizagao contribui na melhora da qualidade de vida dos pacientes,37 visto que ha evidéncias

de piores indices de qualidade de vida em pacientes com multiplas QA.38

Tratamentos disponiveis
Tratamentos destrutivos

O objetivo dos tratamentos destrutivos ou cirurgicos é a destruicdo completa das QAs,
minimizando o risco de progressdo das mesmas para CEC. Apesar de eficazes para o tratamento
das QAS em si, métodos cirurgicos ndo tratam o campo de cancerizagdo; consequentemente, nao
previnem a ocorréncia de novas QAs ou de lesdes ja invasivas. Além disso, ndo ha estudos
avaliando a redugéo da incidéncia de neoplasias cutaneas invasivas em pacientes com QAs
tratadas por métodos cirurgicos, devendo ser, desta forma, preferencialmente utilizados em
associagdo com outros métodos voltados para o tratamento de campo.3940

A crioterapia com nitrogénio liquido € uma terapia de facil acesso ambulatorial e
consequentemente o tratamento mais utilizado para QAs até o momento.4! E bem tolerada e
apresenta bons resultados clinicos e histopatolégicos, com resposta clinica de 83% quando o
tempo de congelacdo preconizado é superior a 20 segundos. Entretanto, podem ocorrer
desconforto na aplicagdo e hipocromia persistente pds-procedimento.

A curetagem associada a eletrocirurgia € uma modalidade altamente eficaz para o
tratamento de QAs. E utilizada especialmente para lesdes hiperqueratoticas e infiltradas e
apresenta a vantagem de permitir envio de material para anélise anatomopatolégica;*? todavia,
necessita de anestesia local, 0 que permite o tratamento de um numero limitado de QAs, além de

apresentar tempo de cicatrizagdo variavel e risco de cicatriz inestética.43

O laser de CO, também pode ser utilizado no tratamento de QAs. Com uma Unica sesséo,
apos 90 dias, obteve-se taxa de resposta completa de 64%; entretanto, ha recidiva da lesdo de
71% em 12 meses.** Além disso, é operador dependente e apresenta alto custo operacional,
podendo ser considerado como estratégia terapéutica para QAS, todavia com baixo grau de

recomendagéo em relacdo aos procedimentos anteriores.
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Tratamentos topicos

A fotoprotecao efetiva reduz a contagem de QAs. Em estudo controlado, usuarios de filtro
solar com fator de protegéo solar (FPS) 17 reduziram em até 40% a incidéncia de novas QAs no
periodo de seis meses.*> Em outro estudo, houve redugéo de 50% do numero de QAs em dois
anos com o uso correto do filtro solar com FPS 29,4647

O 5-fluorouracil (5FU) é droga quimioterapica topica, antimetabdlica, inibidora da sintese
do DNA. Utilizada em concentragdes que variam de 0,5 a 5%, pode ser utilizado na forma de
creme ou em peelings semanais. Apresenta boa resposta terapéutica, com redugéo de até 80%
na contagem de QAs,* e ag&o concomitante no fotodano, estabilizando, consequentemente, o
campo de cancerizagdo. Entretanto, seus efeitos colaterais podem levar a interrupgdo do
tratamento: eritema, dor, edema e ulceragao nos casos mais graves e o limite de area tratada de
500cm? deve ser respeitado a fim de evitar toxicidade sistémica.48-50

O imiquimode é um imunomodulador tépico, agonista dos receptores toll-like tipo 7. Age
estimulando a imunidade celular local e, consequentemente, leva a destruicdo da lesdo por
apoptose. Apresenta taxa de clearance completo de QAs de 57,1% e parcial de 72,1%, versus
placebo, com 2,2% e 4,3%, respectivamente.33 E disponivel nas formulagdes de 3,75% e 5%, pode
causar eritema, edema e desconforto local variavel, assim como o 5FU e também apresenta
restricdo de area e deve ser usado em areas de até 25¢cm2.51

A tretinoina, ou &cido retinoico, também pode ser utilizada na estabilizacdo do campo de
cancerizagao cutaneo, pois promove a redugéo de atipias nos queratindcitos, aumenta o nimero
de células de Langerhans na érea de aplicacdo, a espessura epitelial e reduz p53 e BAX, proteinas
relacionadas a apoptose. Houve reducdo de 45% do numero de QAs em estudo feito com
tretinoina 0,05%, versus redugao de 23% no grupo placebo, com filtro solar.52.53

O fotoprotetor associado a enzima fotoliase pode ser usado como adjuvante no tratamento
do campo de cancerizagdo. A fotoliase é enzima reparadora do DNA, ativada por luz visivel, que
mostrou beneficio no tratamento do campo de cancerizagao, pois leva a melhora dos parametros
clinicos e histopatoldgicos, além de reduzir a expressao epitelial de p53 e Ki67, evidenciada
através de imunohistoquimica.5* Em estudos comparativos com filtro solar comum, o fotoprotetor
associado a fotoliase demonstrou maior reducdo no grau de alteragdes moleculares relacionadas
a fotoexposicao.% Por outro lado, em estudo recente do nosso grupo de estudo, o fotoptotetor
associado a fotoliase ndo demonstrou diferengas na redugéo da contagem de queratoses actinicas
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e na reducgdo da atividade do campo de cancerizagao dos antebragos quando comparado ao filtro
solar comum.56

Peelings quimicos também podem ser utilizados no tratamento do campo de cancerizagao
cutaneo, como peelings de média profundidade de &cido glicolico 70% ou solugao de Jessner e
5FU 5% em propilenoglicol, em sessdes quinzenais.®” Peelings quinzenais de solugéo de Jessner
associados ao 5FU 5% em solucao levaram a redugdo de ao menos 80% das QAs dentro de 12
meses de tratamento em uma analise retrospectiva, estimulando a condug&o de futuros ensaios
clinicos com essa modalidade de tratamento. Estudo recente comparou peeling de &cido glicolico
70% + 5FU 5% com 5FU creme no tratamento do campo de cancerizagdo dos antebracos, com
resultados promissores, fortalecendo as evidéncias de peelings quimicos como alternativas
terapéuticas na estabilizagado do campo.%

Apesar de pouco utilizada no Brasil, a terapia fotodindmica (TFD) apresenta excelentes
resultados no tratamento do campo de cancerizagao, com taxas de clearance total variando de 81
a 89%.6061 Alem da técnica tradicional, que necessita da exposicdo a uma fonte de luz de
comprimentos de onda especificos, ha a variagdo que utiliza a luz do dia (daylight-TFD) para a
ativacdo das protoporfirinas acumuladas pelo aminolevulinato, com resultados muito proximos aos
da técnica convencional (78%).60.62

Um sumario de estudos clinicos randomizados e controlados que empregaram diferentes
estratégias topicas no tratamento das QAs estd disposto na tabela 1. Dentre os tratamentos
topicos, destacaremos a colchicina e 0 mebutato de ingenol, elementos do nosso estudo,

discutidos a seguir.

Tabela 1. Principais tratamentos tdpicos disponiveis para queratoses actinicas e campo de cancerizagao
cuténeo: ensaios clinicos randomizados.

Regime terapéutico

Agente Area de tratamento Resultados
(autor, ano)
Fotoprotetor FPS 17 Face. pescoco
diariamente por 6 meses » PESCOgo, Redugéo de 25%
Fotoprotetor 45 antebragos e dorso das ) N 0
versus placebo Mios Controle: redugéo de 18%
(Thompson, 1993)
Fotoprotetor Aplicag&o diaria por 6 meses Reducéo de dimeros de ciclobutano
associado a versus fotoprotetor comum>5 Face, couro cabeludo pirimidina (CPD) de 61% versus 35%
fotoliase (Carducci, 2015) com fotoprotetor comum
2x por dia por 3 ser’na.nass3 Dorso das méos Reducéo da area lesionada de 70% versus
versus TFD S-ALA Unica (autocontrolado) 73% no grupo TFD*
sessdo (Kurwa, 1999) 0 1o grup
5-fluorouracil
(5FU) 2x por dia, 2x na semana o ~
versus 2x por dia, 1x na Face 90% de redugao na congagem de QAs
versus 88,6%
semanab

(Labandeira, 2004)
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2x por dia durante 4 semanas

Clearance completo de QAs de 38%

versus placebof® Face versus
(Pomerantz, 2015) 17% apds seis meses
o Clearance completo de QA: 57.1%
1x por dia, trés vezes por
versus 2.2% (placebo)
Imiquimod 5% semana por 16 semanas Face Clearance parcial de QA: 72.1%

versus placebo®®
(Szeimies, 2015)

versus 4.3% (placebo)

Terapia fotodindmica

(TFD)

TFD-MAL 2 sessdes com
intervalo de 1 semana versus
TFD com placebo®!
(Pariser, 2003)

TFD-MAL 2 sessdes com
intervalo de 1 semana versus
imiquimod 5% 3x por semana

durante 4 semanas®’
(Sotirou, 2015)

Face e couro cabeludo

Face e couro cabeludo

Clearance completo de 89%
versus 38% com placebo’

Sem diferengas entre os grupos no
surgimento de novas QAs nas areas
tratadas

Terapia fotodinamica
com a luz do dia

TFD-MAL sess&o Unica versus
Daylight-TFD sess&o Unicab0
(Sotirou, 2018)

TFD-MAL sessao Unica na luz

Face

(autocontrolado)

Clearance total de 78% versus 81% com
TFD-MAL em 3 meses e 71% versus 74%
em 12 meses’

(Daylight TFD) Reduc&o na contagem de QAs de 94% na
azul versus Face e couro cabeludo TFD-MAL 0
. A 6 -MAL com luz azul versus 90% com
Daylight-TFD sessao unica (autocontrolado) Daviiaht-TFD"
(Assikar, 2020) g
Tretinoina 0,5% 1x ao dia
durante 90 dias versus Antebragos Redugao de 45% versus 23% no grupo placebo
placebo®® (autocontrolado) na contagem de QAs
. (Euvrard, 1992)
Retinoides
topicos Tretinoina 0,05% 3x por
semana durante SEIS Meses Antebragos Redug&o de 60% na contagem de QAs em
versus peelings de tretinoina .
(autocontrolado) ambos os grupos

5% quinzenais®?
(Sumita, 2018)

Diclofenaco 3%

1x ao dia por 90 dias
versus placebo”

Fronte, face,
couro cabeludo,
antebragos e

Reducéo de 47% na contagem de QAs
versus 19% com placebo

(Wolf, 2001) <
mé&os
Colchicina 1% versus 0,5% 2x Face, couro
por dia durante 10 dias’* cabeludo, Reducéo de 74% na contagem de QAs com 1%

(Akar, 2001)

Colchicina 1% 2x ao dia por 45

antebragos e
dorso das maos

versus 78% com 0,5%"

0 N .
Colchicina dias versus diclofenaco 3%72 Face, couro 50% de redugéo da media
oy cabeludo e dorso do tamanho das lesdes
(Faghihi, 2016) N .
das maos em ambos 0s grupos
Colchicina 0,5% 2x ao dia por 0 o
10 das versus MAL-TFD nica ~ Antebragos 1o are 10l de GAs 1736 uersus 19% com
573 -TFD e clearance parcial (>50%) de 44%
Sessdo (autocontrolado) versus 69%'
(Miola, 2018) °
ATA 35% versus ALA-TFD% Face e couro Redugao na contagem de QAs de 32% versus
(Holzer, 2016) cabeludo 58% com ALA-TFD (p<0,05)
Peelings ATA 70% + 5FU 5% quinzenais
;f;sgfiig?mc;?c?:)es Antebragos Reducéo de 75% na contagem de QAs versus
(autocontrolado) 85% com 5FU creme’

quinzenais®®
(Heuser, 2020)
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MI 1x/dia por trés dias versus 0 . 0
Mebutato de sessio (nica de MAL-TED7* Face e couro 30% do pacientes com clearance >75%

; 0 B
ingenol (MI) (Jansen, 2020) cabeludo sustentado versus 37% com MAL-TFD

*p>0,05 = ns; TFD = Terapia fotodindmica

Tratamentos sistémicos

Recentemente, novas alternativas além dos tratamentos topicos e procedimentos vém
sendo estudadas como estratégias de tratamento do campo de cancerizagao cutaneo, visto que,
apesar da quantidade consideravel de opgdes terapéuticas topicas, o numero de alternativas
sistémicas é pequeno e ainda um campo pouco explorado. Todavia, torna-se essencial a procura
por outras estratégias, visto o envelhecimento populacional e o consequente aumento do numero
de pacientes com multiplas comorbidades, inclusive acamados, ou mesmo a existéncia de
pacientes que tenham preferéncia por tratamentos por via oral, fatores esses que podem reduzir
a aderéncia a tratamentos topicos e, consequentemente, diminuir a efetividade da estabilizagao

do campo de cancerizagao cutaneo.

Os retinoides sdo drogas derivadas da vitamina A, atualmente divididos em trés geragdes
de retinoides sintéticos, que podem ser utilizados através das vias tdpica e sistémica.’”> Seu
mecanismo de ag¢do na prevengdo e tratamento de QAs, campo de cancerizagdo e tumores
cutdneos ainda nao foi completamente esclarecido; entretanto, os retinoides apresentam
propriedades antiproliferativas, promovem a diferenciacdo celular, interferem no processo de
iniciagdo tumoral, reduzem a regulacdo de proto-oncogenes, aumentam a expresséo de pd3 e
caspases proapoptéticas estimulando a apoptose dos queratindcitos.”6-79

Ha varios ensaios clinicos utilizando retinoides tépicos ou sistémicos no tratamento de
QAs e prevencao de tumores cutaneos, com bons resultados em pacientes imunocompetentes e
imunocomprometidos. A acitretina € um dos tratamentos orais mais eficazes na prevencdo do
surgimento de QAs e tumores cutaneos, especialmente nos pacientes transplantados de érgéos
solidos, nos quais o tratamento com acitretina apresenta 0 maior grau de recomendagéo (Grade
A) nas revisdes sistematicas.80 Recentemente, um ensaio comparando isotretinoina oral 10mg/dia
versus tretinoina 0,05% creme, mostrou redugdo significativa de QAs em seis meses de
tratamento, porém sem diferencas entre os grupos, fornecendo evidéncias de que ambas as
formas sdo seguras e efetivas na estabilizagdo do campo de cancerizagdo cutaneo.®' Entretanto,

retinoides sistémicos possuem efeitos colaterais comuns, como xerose cutdneo-mucosa, elevagao
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de enzimas hepaticas, triglicérides e colesterol, que podem causar a descontinuidade do
tratamento sistémico ou mesmo contraindica-lo.82 83

A nicotinamida € uma vitamina hidrossolUvel pertencente ao grupo de vitaminas do
complexo B. Encontrada em alimentos de origem vegetal e animal,® atua no reparo do DNA,
reduzindo os efeitos da imunossupressao cutanea causados pela RUV, modulando a producéo de
citocinas inflamatérias e restaurando os niveis de energia celular apds a exposi¢ao ultravioleta.

A nicotinamida via oral mostrou ser efetiva na prevencgéo da fotocarcinogénese em ratos,86
e também parece apresentar efeito protetor da fotoimunossupressao em humanos, reduzindo a
contagem de QAs em ensaios randomizados.87:88 Em um ensaio clinico duplo-cego e randomizado
realizado pelo nosso grupo de pesquisa, com 36 pacientes com 3 a 10 QAs nos antebragos, a
nicotinamida oral na dose de 500mg a cada 12 horas néo promoveu melhora clinica em 120 dias,
mas apresentou redugdo na expressdo de Ki67 na analise imunohistoquimica, indicando
necessidade de novos ensaios clinicos para avaliar o possivel efeito na estabilizagdo do campo
de cancerizagéo cutaneo.®

Além dos tratamentos descritos acima, o Polypodium leucatomos (PL), melhor discutido
adiante, vem sendo estudado em desordens cuténeas pigmentares pela evidéncia de seu efeito
fotoprotetor em ensaios envolvendo animais.? Entretanto, por ter poucos estudos robustos, seu
grau de recomendagéo € baixo em dermatologia. Por sua vez, até 0 momento, ha somente um
ensaio clinico aberto avaliando o efeito da administracdo oral de PL na atividade do campo de
cancerizagao cutaneo, e nenhum ensaio clinico randomizado e duplo-cego, 0 que torna inédito o

estudo apresentado.

Um resumo dos principais ensaios clinicos randomizados relacionados a tratamentos

sistémicos no campo de cancerizagao cutaneo séo apresentados na tabela 2.
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Tabela 2. Principais tratamentos sistémicos disponiveis para queratoses actinicas e campo de

cancerizagao cutaneo: ensaios clinicos randomizados.

Agente Regime terapéutico Resultados
(autor, ano)
Acitretina 30mg/dia versus Redug&o de QAs em13.4% dos
placebo por 6 meses pacientes do grupo acitretina
(Bavinck, 1995)%1 versus aumento de QAs em 28.2% dos
pacientes do grupo placebo
(p<0.05)
Retinoides Acitretina 0.4mg/kg/ dia por 12 meses Redugao significante em ambos os
versus 0.4mglkg/ dia por 3 meses + grupos, sem diferengas entre si
0.2mg/kg/ dia por 9 meses
(Des Sevaux, 2003)%2
ACitretina 25mg/d|a dUrante 6 meses, Redugéo de 42% no Surgimento de
com aumento para 50mg/dia (se tumores cutaneos nao-melanoma
tolerancia) por mais 18 meses em durante o uso de 25mg/dia
pacientes transplantados renais
(George, 2002)%
Isotretinoina 10mg/dia via oral versus Redug&o na contagem de QAs de 30%
tretinoina 0.05% creme em dias em ambos os grupos, sem diferencas
alternados por 6 meses entre si
(lanhez,2019)8
Nicotinamida 500mg 1x/ versus 29% de redugdo na contagem de QA
placebo dia por 4 meses versus 13% (p<0.05)
(Surjana,2012)87
Nicotinamida

Nicotinamida 500 mg 2x/dia versus
placebo for 4 meses
(Surjana, 2012)87

Nicotinamida 500mg 2x/dia versus
placebo por 12 meses
(Chen, 2015)85

35% de redug&o na contagem de QA
versus 13% (p<0.05)

Namero de QAs 11% menor apds 12
meses no grupo usando nicotinamida
(p<0.001)

Duas sessdes semanais de MAL-TFD
versus duas sessdes semanais de
MAL-TFD +PL 960mg/dia por 30 dias e
480mg/dia por 5 meses
(Auriemma, 2015)%

Polypodium leucatomos

Reducéo em 71% da contagem de QAs
do couro cabeludo em MAL-TFD
versus 88% em MAL-TFD+PL
(p<0.05)
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Polypodium leucatomos

O Polypodium leucatomos (PL) é um ativo extraido de uma espécie de samambaia nativa
da América do Sul e Central, da familia Polypodiaceae, género Phlebodium (figura 6),% cuja

primeira descri¢do de uso na dermatologia foi para pacientes com psoriase em placas.%

Figura 6: Samambaia da familia Polypodiaceae, de onde o PL ¢é extraido (fonte:
http://www.ebiochem.com/product/polypodium-polypodium-leucotomos-root-extract-powder-5-1-14202).

O PL destaca-se por conter compostos polifendlicos, conhecidos por apresentarem
atividade antioxidante,®” incluindo os acidos ferdlico, vanilico e cafeico.%-10 Recentemente, vem
sendo estudado pela sua provavel atividade antioxidante e pelo seu potencial papel na redugéo
do fotoenvelhecimento0! e, atualmente, na prevengéo no desenvolvimento de tumores cutaneos,

principalmente através de estudos em modelos animais. 102,103

O efeito fotoprotetor do PL € modulado através de varios mecanismos de agéo,
envolvendo mdltiplos aspectos (tabela 3).1%4 Em estudos com ratos, a suplementagéo oral de PL
levou a prevengdo da perda de células de Langerhans na epiderme, importantes na resposta
imune local,'% além do aumento da expresséo de p53 ativa e consequente redugao da proliferacéo
de células epidérmicas, o que levou ao retardo no desenvolvimento de tumores cutaneos e
reducdo de lesbes pré-neoplésicas, sugerindo possivel efeito de atividade no campo de

cancerizag&o.02
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Tabela 3. Principais mecanismos de acédo do Polypodium leucatomos envolvidos no efeito fotoprotetor

Acao Efeito celular/molecular Tipo de Estudo

Anti-inflamatéria Redugéo do infiltrado neutrofilico induzido por RUV106 Experimental em ratos
Inibigdo da expressao de COX-2 UV induzida'6 Experimental em ratos
Bloqueio de TNF-a e NF-k107 In vitro

Reducdo da mutagdo  Expresséo de p53 ativa'0t Experimental em ratos

o DA Remocgéo de ciclobutanos de pirimidina 6 Experimental em ratos

Regulagdo Imune Manutengéo das células de Langerhans epidérmicas!06 Experimental em ratos

Integridade celular Inibicdo de metaloproteinases?8 In vitro

(adaptado de: El-Haj N, Bao MB, Goldstein N. Sun protection in a pill: the photoprotective properties of Polypodium leucatomos
extract. Int J Dermatol 2015; 54:362-6.)

O PL, em conjunto com seu efeito epidérmico direto, inibe a expressao da enzima COX-
2, induzida pela RUV através da ativagéo da via do acido araquidénico, e ativamente envolvida no
processo de diferenciagdo celular e apoptose.'® Em estudos em modelos animais, a
administragao de PL levou a niveis de COX-2 4 a 5 vezes menores em ratos apos exposi¢ao a

RUV, reduzindo a inflamagéo aguda provocada pela RUV.110

Além de efeitos antiinflamatérios e epidérmicos diretos, o PL reduz a formagéo de dimeros
de timina e de ciclobutanos de pirimidina apds exposigao a RUV,103.109.110 reduz a superexpressao
de IL-2 e IL-10,10 bloqueia a producdo de radicais oxidativos induzidos pela exposi¢do a

RUV,9.103.105 com possivel efeito mantido mesmo ap6s interrupgdo da sua administragéo. 12

Clinicamente, o uso de PL tem demonstrado, em estudos, redugao significativa da reacéo
eritematosa aguda 24 horas apds exposicdo a RUV, mais pronunciada nas primeiras duas horas
de exposicdo, associada a reducdo de ciclobutanos de pirimidina, sunburn cells e alteracdes
histopatologicas RUV induzidas.''3 Além disso, apresentou aumento da dose eritematosa minima
apds 28 dias de administracéo oral em ensaio clinico placebo-controlado,®® mostrando um possivel

efeito na fotoprotecao cronica e, consequentemente, na prevengao da tumorigénese.

Estudo recente demonstrou que a terapia fotodindmica associada a administragao oral de
PL durante seis meses apresentou reducéo de QAs na face de 88%, significativamente maior que
0 uso isolado da terapia fotodindmica (71%);% entretanto, ndo ha outros ensaios clinicos voltados
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ao estudo do PL no tratamento de QAs e do campo de cancerizagé@o cutaneo, necessarios para
posicionar o PL como mais uma estratégia terapéutica de campo ou manter seu potencial apenas

como agente antioxidante no tratamento do fotoenvelhecimento. 01

Colchicina

A colchicina, alcaloide derivado da planta Colchicum autumale (Figura 7),''4 € uma droga
muito antiga, conhecida historicamente pelo seu uso no tratamento da gota e outras dores

articulares. "5

OCH3

Figura 7: Colchicum autumale e estrutura quimica da colchicina (Fonte: Grimaitre M, Etienne A, Fathi M. Topical

Colchicine Therapy for Actinic Keratoses. Dermatology 2000; 200: 346-8.)

A colchicina se liga as proteinas microtubulares e interfere na fungao dos fusos mitéticos,
interrompendo o processo de divisdo celular. Por se acumular em concentragdes muito maiores
nos leucacitos, possui efeito mais intenso na interrupcdo de seus fusos mitéticos que em outros
tipos celulares, apresentando potente efeito antiinflamatério. 16

Na dermatologia, a colchicina foi empregada em diferentes indicagbes terapéuticas,
principalmente em dermatoses inflamatérias, dentre elas: psoriase vulgar, psoriase pustulosa
generalizada, pustulose palmo plantar, vasculite de pequenos vasos, reagéo tipo Il da hanseniase,
doenca de Behget, dentre outras. "’

Como efeitos colaterais, pode causar dor abdominal, nauseas, vomitos, diarreia, anemia
aplastica e agranulocitose. Apresenta meia-vida de 14 a 30 horas, janela terapéutica restrita e
lenta eliminagéo pelas vias renal e biliar, sendo necessario muito cuidado na administracdo oral
didria."® Embora o grau de absorg¢do cutédnea seja desconhecido, ndo foram descritos efeitos

colaterais sistémicos com seu uso topico.!®
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A primeira descri¢do do uso da colchicina topica para QA foi em 1968 por Marshall.'2 O
primeiro ensaio clinico foi realizado em 2000, com a aplicagao de colchicina 1% creme nas QAs,
por até 10 dias, quando efeitos colaterais localizados, como eritema, crostas e erosdes foram
encontrados a partir do sétimo dia de uso, e em sete dos dez pacientes estudados houve
clareamento completo das QAs do couro cabeludo apds 60 dias. 2! Posteriormente, foi estudada
nas concentragdes de 0,5% e 1% em gel, sem diferencas estatisticas nos resultados e nos eventos
adversos, além da boa tolerabilidade registrada. Apresentou redugéo da contagem de QAs em
77%, associada a satisfatorio resultado estético pos-tratamento, com possibilidade de eritema
discreto ou hipopigmentagdo.”* O primeiro ensaio clinico comparativo autocontrolado do uso da
colchicina com outro tratamento para QAs e campo de cancerizagéo foi realizado pelo nosso grupo
de estudo, no qual o uso de colchicina 0,5% creme duas vezes na semana por 10 dias foi
comparado a uma sessao de MAL-TFD nos antebragos, com redugdo na contagem de QAs em
ambos os grupos, sem diferenca estatistica entre os tratamentos.”® Entretanto, séo necessarios
mais estudos com a droga, a fim de determinar a melhor posologia, bem como realizar
comparagdes com outras drogas ja consagradas no tratamento das QAs.

A tirbanibulina, assim como a colchicina, € um inibidor sintético da polimerizagao da
tubulina, e mostrou resultados promissores no tratamento de QAs da face, com clearance
completo em 54% dos pacientes avaliados sessenta dias apds seu uso topico a 1% durante cinco
dias no tratamento do campo de cancerizagao'22, fortalecendo as evidéncias positivas quanto ao

uso de drogas antiproliferativas no tratamento do CCC.

Mebutato de ingenol

Figura 8: Planta Euphorbia peplus, fonte de extragdo do mebutato de ingenol, e sua estrutura

quimica.(Fonte:https://projects.ncsu.edu/cals/plantbiology/ncsc/deployed/sliks/Euphorbia_peplus.htm).
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O mebutato de ingenol (MI) é um éster diterpeno macrociclico hidrofébico, extraido da
seiva da planta Euphorbia peplus (Figura 8), com mecanismo de ag¢do pouco conhecido, porém
com evidente efeito citotdxico direto (ndo apoptético) e acdo na resposta imune celular mediada
por neutrofilos. 23

Sua resposta imune mediada é especifica, com a ativagdo da proteina quinase C delta,
que estimula linfocitos B a produzirem anticorpos especificos para células neoplasicas. Além disso,
ha também a inducdo de receptores de interleucinas nos queratinécitos, contribuindo para a
resposta inflamatéria e a diminuigdo da viabilidade das células neoplasicas tratadas.?4.125 Tais
anticorpos interagem com os neutrofilos, desencadeando a produgdo de superoxidos e resposta
imune celular neutrofilica.'? Ja seu efeito citotdxico direto ocorre pela perda de potencial de
membrana mitocondrial, com consequente necrose celular (figuras 9 e 10).123 Tais mecanismos
resultam na redugéo da expressdo de p53 nos queratindcitos afetados, justificando seu uso nao

somente para o tratamento das QAs, mas também para a estabilizagdo do CCC.7

e

Basal membrane

Dermis

Necrosis

mitochondria mitochondria

Figura 9. Mecanismo de agdo do mebutato de ingenol: efeito citotoxico através da destruigo da membrana
mitocondrial (Fonte: Stockfleth E, Bastian M. Pharmacokinetic and pharmacodynamic evaluation of ingenol mebutate
for the treatment of actinic keratosis. Expert Opin Drug Metab Toxicol 2018;14(9):911-8).
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ol mebutate
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Figura 10: Mecanismo de ag&o dual do mebutato de ingenol: quimiotaxia de neutrdfilos e liberagao de interleucinas,
contribuindo com a destruicdo tecidual (Fonte: Stockfleth E, Bastian M. Pharmacokinetic and pharmacodynamic
evaluation of ingenol mebutate for the treatment of actinic keratosis. Expert Opin Drug Metab Toxicol 2018;14(9):911-
8).

Ml era produzido nas concentragdes de 0,015% para face e 0,05% para tronco e
extremidades, destaca-se pelo curto tempo de tratamento (trés dias na face e dois dias no tronco)
e por seus efeitos colaterais serem locais, leves a moderados e representados por irritagéo,
eritema, dor, vesiculas, pustulas e crostas, com répida recuperacdo e sem deixar sequelas
cicatriciais ou discromicas.?”.8 Como pontos negativos, apresenta seu alto custo e a liberagéo
para uso em uma area de apenas 25 cm? de pele, por ciclo de tratamento.'2

Em um ensaio clinico de fase |, pacientes receberam Ml 0,06% em uma area de tratamento
de até 250 cm?, nos quais foram encontrados niveis sanguineos de Ml em 2 dos 19 pacientes
tratados nos antebragos, porém, com dosagem a nivel subnanomolar, € apenas eventos adversos
locais, temporarios € moderados, oferecendo evidéncias que o Ml pode ser usado em grandes
areas sem maiores riscos ou efeitos colaterais.28 Além disso, um estudo de fase Ill com M1 0,027%
em areas com 250cm? mostram boa tolerabilidade, seguranga e bons resultados no tratamento
das QAs.'29

Quanto aos ensaios clinicos em campo de cancerizagao, o Ml ja foi comparado com alguns
dos tratamentos disponiveis, apresentando clareamento parcial de 75% e total de 42% das QAs
dos antebragos e, no tronco, 34% e 49%, respectivamente, apresentando eficacia semelhante ao
uso de diclofenaco gel 3% durante 60 dias ou imiquimod 5% durante 16 semanas. 3% Além da boa
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taxa de resposta, ha persisténcia dos efeitos do tratamento em seis meses, com recorréncia de
somente 13% das lesdes tratadas, associado a um alto nivel de satisfagédo com o tratamento, tanto
por dermatologistas como pelos pacientes. 31

O uso de MI tem sido estudado preferencialmente na face e couro cabeludo, com poucos
estudos nos antebracos e, até 0 momento, nenhum estudo comparativo com outro tratamento no

controle da atividade do campo de canceriza¢do dos antebragos em si.

Recentemente, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) recomendou a interrupgéo
do uso de Ml no tratamento de QAs, visto que, trés anos ap6s o tratamento das QAs em um estudo
comparativo com MI versus imiquimod, 6,3% dos pacientes tratados com MI desenvolveram
tumores cutaneos, predominantemente CEC, nas areas tratadas, versus 2% dos pacientes
tratados com imiquimod.132 Além disso, ha, na literatura, relatos de casos de pacientes que
desenvolveram CECs nas areas tratadas com Ml em um curto intervalo de tempo apos o

tratamento. 33,134

Além da EMA, a Agéncia Reguladora de Medicamentos e Produtos de Salde do Reino
Unido (MHRA) também orientou a suspensao da comercializagdo do Ml no pais, apos analise de
estudos de fase IV, que evidenciaram uma possivel relagdo entre o uso de MI e um risco
aumentado de desenvolvimento de cancer de pele. O U.S. Food and Drug Administration (FDA)
também iniciou investigacdo da seguranca do uso de MI no tratamento de QAs, porém os
resultados e seu parecer ainda ndo foram publicados. No Brasil, por outro lado, a comercializagdo
do Ml foi suspensa oito meses antes da suspenséo pela EMA devido ao alto custo da droga, o que

gerou dificuldades de comercializag&o.

Estudos realizados pela industria farmacéutica mostraram, em um ensaio clinico aberto
de fase Ill com 163 individuos com QAs tratados MI 0,06% gel, houve desenvolvimento de CEC
em 8,6% dos participantes, enquanto nenhum paciente do grupo controle apresentou desfecho
semelhante.'% Entretanto, esses resultados foram apenas submetidos ao registro de ensaios
clinicos dos EUA mas n&o foram divulgados na literatura académica, sugerindo um provavel viés

de publicacéo.

Até o momento, portanto, ainda ha poucas publicagdes mostrando a associagéo do uso
do MI com o desenvolvimento de CEC, e ndo ha estudos evidenciando relagdo causal e/ou
possiveis vias metabdlicas ou inflamatérias que justifiquem o surgimento de tais neoplasias. Por

outro lado, o alto custo do medicamento, associado a disponibilidade de multiplos tratamentos de
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CCC com custo menor e maior perfil de seguranga quanto ao surgimento de TCNM fez com que
as agéncias regulatérias suspendessem sua comercializagdo na Europa, o que levou a posterior

interrupcdo da producdo e comercializagao da droga.

Na Unesp de Botucatu, QAs sdo extremamente prevalentes e os tratamentos mais
empregados atualmente s&o a criocirurgia com nitrogénio liquido e curetagem e eletrocoagulagéo
como métodos destrutivos e, no tratamento do campo de cancerizagéo, o 5FU a 5% creme é o
mais prescrito, devido ao alto custo de outras drogas, o que dificulta a aderéncia do paciente
atendido pelo Sistema Unico de Saude, geralmente de baixa renda familiar.

Estudar alternativas terapéuticas de baixo custo, como a colchicina, na tentativa de
ampliar o rol terapéutico do paciente com campo de cancerizagéo em atividade é necessario, visto

que ha o risco de hipersensibilidade ou intolerancia aos tratamentos topicos atualmente prescritos.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia do creme de colchicina 0,5%, do mebutato de ingenol 0,05% gel, do filtro solar
FPS30; e do extrato de Polypodium leucatomos via oral versus placebo, no tratamento de QA e

CCC em imunocompetentes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito aditivo do PL aos tdpicos no tratamento de QA e CCC;

2. Avaliar a melhora clinica das QAs através da contagem de QAs e escore de gravidade

das QAs (AKSS) entre os tratamentos realizados;

3. Avaliar o aspecto do campo de cancerizagdo através da escala de fotoenvelhecimento

dos antebragos (EFA), entre os tratamentos realizados;

4. Avaliar a modificagdo do perfil de atipia histologica do campo de cancerizagéo entre 0s

tratamentos através do escore KIN;

5. Avaliar a presenca ou ndo de resposta sustentada ap6s seis meses no campo de

cancerizagao entre os tratamentos;

6. Avaliar a tolerabilidade através dos efeitos adversos dos tratamentos.
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Abstract:

Background: The treatment of actinic keratosis (AK) and skin field cancerization (SFC) may
reduce the incidence of skin malignancies. Polypodium leucatomos (PL) has antioxidant activity,
and may prevent the development of AKs. Topical colchicine (COL) was effective in treating AKs
and SFC in previous studies. Ingenol mebutate (IM) has already been compared with some of the
available treatments for SFC, with favorable results.

Objective: To evaluate the effectiveness of 0.5% colchicine cream, 0.05% IM gel; and oral PL in
the treatment of AKs and SFC in the forearms.

Methods: We performed a prospective, parallel, factorial double-blind (for oral treatment)
controlled clinical trial, which 50 participants with three up to ten AKs were randomized to receive
oral PL 250mg bid or placebo; the forearms were randomized to get COL 0.5% cream bid during
seven days, IM 0.05% gel at night for two days, or only sunscreen (SC) every three hours.
Participants were assessed by adverse effects (AE) after 15 days. The primary outcome was the
total clearance of AK count in each forearm 60 days after treatment. The secondary outcomes were
the proportion of partial AK clearance (-50% counting) and reduction of activity of SFC analyzed by
the AK severity score (AKSS), the forearm photoaging scale (FPS) and Keratinocyte Intraepithelial
Neoplasia (KIN) 60 and 180 days after intervention. Subjects were part of the intention to treat
population. AK count, AKSS, SPF and KIN were compared according to time and for groups (over time) by
the generalized linear mixed effects model. The missing data were imputed using the mixed model.
Significance was defined as a one-tailed p-value <0.05. The effect-size among the groups was estimated
by (1,000 resamples) bootstrap with accelerated correction for bias.

Results: The mean age of the subjects was 72 years and 64% were male. At 60 days, total and
partial clearance were observed in two and 11 subjects (8% and 44%) in the PL-group, three and
11 (12% and 44%) in PLAC-group, five and 18 (14.7% and 52.9%) in COL-group, five and 17
(16.1% and 54.8%) in IM-group; and one and nine (2.8% and 25.7%) in SC-group. Regarding oral
treatment, there was a significant reduction in AK count, AKSS and FPS after 60 days and D180
(p<0.05), with no differences between groups, except for the PL group in AKSS, superior at D180.
There was a significant reduction for COL, Ml and SC in SPF (-12% vs -14% vs -10%), AKSS (-
56% vs -46% vs -35%), and AK count (- 43% vs -39% vs -26%) 60 days after the interventions (p
<0.05). Regarding D180, there was a reduction in AK count (- 57% vs -53% vs -37%), AKSS (-60%
vs -35% vs -44%) and SPF (-15% vs -14% vs -10%). COL was superior to SC in the AK count and
(p<0.05) at D60 and D180 and FPS at D180. Two (8%) subjects reported epigastralgia in PL group
and two (8%) reported diarrhea in PLAC group. Moderate adverse events observed in topical
treatments at D15 were 13% in MI group 23% in COL and 8% in SC. Only COL reduced KIN at
D60 and D180 (p<0.05).

Conclusion: Topical colchicine was well tolerated and effective in treating AKs, SFC and improved
signs of photodamage in the forearms.
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Trial registration: The study was approved by the institution review board, registered in Brazilian
Register of Clinical Trials (https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-595dg8) and funded by
FUNADERM (Fundo de Apoio a Dermatologia).



https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-5q5dg8
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INTRODUCTION

Skin field cancerization (SFC) comprises an area of apparently normal skin, although it has
genetically altered cells, which justifies the recurrence of tumors completely excised or appearance
of new tumors in their adjacent areas. 2 Actinic keratosis (AK) are the hallmark of SFC activity, and
its treatment may contribute to reduce the incidence of skin malignancies, especially in susceptible

populations.?

Polypodium leucatomos (PL) contains polyphenolic compounds with antioxidant activity, 4
and recently was suggested to prevent the development of skin tumors. A previous trial with
photodynamic therapy associated to oral PL during six months showed 88% of reduction in facial

AK count, higher than treatment with photodynamic therapy only (71%).°

Topical colchicine was previously studied as 0.5% cream for AKs treatment, with 77%
reduction in the AK count.® The first self-controlled clinical trial comparative with colchicine in the
treatment of AKs and SFC was recently published, whereas 0.5% cream colchicine b.i.d. for 10
days reduced AK count similarly as one session of photodynamic therapy with methyl

aminolevulinate (MAL-PDT), in the forearms.”

Ingenol mebutate (IM) has already been compared with some of the available treatments
for SFC, and provided 42% total clearance of the AK in the forearms, in addition to a sustained

effect after six months.89

To date, there are no studies comparing colchicine with IM for treatment of SFC and AKs,

as well as the effectiveness of PL in its treatment.
METHODS

We conducted a prospective, parallel, factorial double-blind (for oral treatment) and
intrasubject controlled clinical trial, which objectives were to evaluate the effectiveness of 0.5%
colchicine cream, 0.05% IM gel; and oral PL in the treatment of AKs and SFC.

This study was performed at Dermatology outpatient clinic of UNESP Medical School
between May 2019 and December 2020. Subjects with three up to ten AKs in both forearms,
immunocompetents, without use of oral retinoid, hipersensibility to any studied substances or any

other extensive skin disorders on the forearms were randomized to receive oral PL 500 mg twice
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daily or placebo during 60 days; furthermore, their forearms were randomized to apply 0.5%
colchicine cream twice daily during seven days, IM 0.05% gel (Picato®, LEO Pharma®, Dublin,
Ireland) once a day for two days, or only SPF 30 sunscreen — SC (Anthelios XL Protect®, La Roche-
Posay®, Paris, France), without any other topical treatment (figure 1). All participants received all
the treatment during the period of the study and also were instructed to use broad-spectrum
sunscreen in both forearms, including the treated with IM and COL. The studied area was
delineated by the antecubital fossa and radiocarpal and radioulnar joints; AK count was performed

twice to ensure correct count.

The randomization was blocked to guarantee the uniformity bertween groups, and the
prescription of each subject was kept in cards which were selected and opened inly after consent
and evaluation. Regarding blinding, PL and placebo capsules were produced with the same size
and color, which was green in order to hide the color slightly brown of PL extratus. Placebo capsules
were filled with hydrocellulose, considered an inert component. COL cream was produced by a
compounding pharmacy, as well as oral PL and PLAC. All the subjects were instructed by the

researcher and received a written prescription.

Twelve of the fifty patients were randomized and had their forearms biopsied in DO, D60
and D180, which were performed in the central area of each forearm, without visible AK or other
cutaneous lesions. Skin biopsies were stained with haematoxylin-eosin for histopathological
evaluation of KIN score (Keratinocyte Intraepithelial Neoplasia — ANEXQO 7).10

Participants were assessed at: DO for: inclusion, randomization, clinical evaluation (AKs
count, AK Severity Score — AKSS (ANEXO 6) — Forearm Photoaging Scale — FPS' - and
Keratinocyte Intraepithelial Neoplasia - KIN), and treatment onset; at D15 for assessment of
possible adverse events (AE) and at D60 and D180 for another clinical evaluation (AKs count,
AKSS, FPS, KIN). The study was approved by the institution review board, registered in Brazilian
Register of Clinical Trials (https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-5905dg8) and funded by
FUNADERM (Fundo de Apoio a Dermatologia).

The primary endpoint was the total clearance of AK count at 60 days after treatment. The
secondary outcomes were the proportion of partial AK clearance (-50%) and reduction of activity
of SFC, analyzed by AKSS, FPS and KIN at D60 and D180.

The sample size was dimensioned in order to detect a reduction difference of more than

15% between groups (power = 0.9; alpha of 0.05), resulting in 16 forearms per group (48 patients).


https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-5q5dg8

46
Colchicina, mebutato de Ingenol e P. leucatomos no campo de cancerizagdo Manuscrito

Data of participants was analyzed on ITT basis. The unity of the analysis was each forearm.
AK counting, AKSS, FPS and KIN were compared according to time and to the groups (over time)
by a generalized linear mixed-effects model. Missing data was imputed through the mixed model.
12 Significance was set as single-tailed p-value <0.05. The effect-size among the groups was

estimated by (1,000 resamples) bootstrap with accelerated correction for bias.

RESULTS
Fifty subjects were included in this trial between May 2019 and July 2020. During the
inclusion of the study, Brazil was affected by the COVID-19 pandemic, with interruption of
outpatient activities and the commercialization of IM, simultaneously. Therefore, there was an
interval of two months between part of the included patients and two more subjects were included,
resulting in fifty patients, who were randomized in two groups: 25 received oral PL (PL group) and
25 received placebo (PLAC group) (figure 1). The main demographic characteristics of participants

are disclosed in table 1.
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Figure 1: Study Design. CONSORT flow chart (the addition of two new participants after interruption of

commercialization of Ml caused an unbalance between topical treatments).
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There were four dropouts, two at D60 - one in PLAC group as the patient did not return
for reevaluation on the scheduled date, even after rescheduling; and one in PL group due to
withdrawal of consent, without complications or AE in both these cases; and two dropouts at D180,

who did not return for reevaluation after repeated calls.

Table 1: Main demographics and baseline characteristics of patients (n=50).

Variables Values
Age(years), mean (sd) 72.4 (7.8)
Sex, n (%)

Male 32 (64)

Female 18 (36)
Fitzpatrick skin phototype, n (%)

) 7 (14)

] 32 (64)

/] 11(22)
Chronic sun exposure, n (%) 48 (96)
Smoking, n(%) 15 (30)
Educational level, n(%)

Elementary school 43 (86)

High school 6(12)

University 1(2)
AK count, median (p25-p75) 6 (5-7)
Forearm Photoaging Scale, median (p25-p75) 96 (78-106)
AKSS, median (p25-p75) 9 (6-12)

*Without significant difference bertween the groups about baseline characteristics.

Total clearance at D60 was observed in two patients (8.0%) in PL group and three (12.0%)
in PLAC group, without significant difference between then (p=0.26). Regarding topical treatments,
total clearance was obtained in five patients (14.7%) in COL group, five (16.1%) in IM group and
one patient (2.8%) in SC group (p=0.8). Partial clearance was achieved in 11 (44.0%) subjects in
PL group, 11 (44.0%) in PLAC group (p=0.26), 18 (52.9%) in COL group, 17 (54.8%) in IM group
and 9 (25.7%) in SC group (p=0.24).

The results after 60 and 180 days for AK count, forearm photoaging scale and AKSS are
exhibited in table 2. The effect size and confidence intervals for topical treatments are displayed in
figure 2.
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Table 2: Main clinical outcomes for the groups according to ITT analysis (n=100 forearms).

Variable PL + COL PL + MI PL +SC PLAC+COL PLAC+MI PLAC+SC
AK count
D0 6.0 (1.7) 6.2 (1.5) 6.1(1.6) 4.8(1.5) 55(1.2) 57(14)
D60 3.6 (3.0)ac 3.7(22)a 4.5 (2.1)ac 2.6 (1.9)ac 45(0.7)a 4.1 (2.5)
D180 2.6 (1.9)be 3.0(2.2)b 4.4 (2.7)be 2.1 (1.8)be 15(2.2)b 2 (1.5)be

FPS
DO 948(156)  958(172) 943(166) 88.8(17.0)  885(26.1)  91.1(206)
D60  83.0(150%  82.9(159)% 857(19.1)8  78.1(23.0)2 745(14.8)  82.8(20.1)
D180  86.6(13.9)>c  82.8(16.7)> 85.0(18.9)bc 68.9 (18.0)bc 725(26.1)>  84.6 (12.8)
AKSS

DO 10.2 (5.9) 10.6 (4.8) 9.7 (3.5) 8.2 (5.0) 10.5(0.7) 8.6 (3.1)
D60 4.8 (4.1)a 5.5 (4.3) 6.5(3.7) 3.4 (2.6) 6.5 (3.5) 5.0 (3.4)
D180 4.2 (4.4)bcd 6.1(4.9)bd  7.1(6.3)bcd 3.5 (4.2)bcd 3.5(4.950¢ 3.3 (2.4)bcd
PL: Polypodium leucatomos; SC: sunscreen SPF30; IM: ingenol mebutate; COL: colchicine; AK: Actinic keratosis;
FPS: Forearm Photoaging Scale; AKSS: Forearms AK severity score; 2p(T0 vs. T60)<0,05; 2p(T0 vs. T180)< 0.05;
¢p(SC vs. COL)<0.05; 9p(PL vs. PLAC)<0.05.
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Figure 2: Effect size and confidence intervals for topical treatments. Figure 2a: effect size and confidence
intervals for AK count; figure 2b: effect size and confidence intervals for FPS; figure 2c: effect size and confidence
intervals for AKSS (n=50).
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Histopathological analysis revealed that COL reduced KIN after 60 and 180 days of
treatment (p<0.05), meanwhile nor the other oral nor the topical treatments resulted in

histopathologic change (table 3).

Table 3: KIN results for COL, SC and IM groups (n = 12)

Variable coL SC IM
DO KIN 0 0(-) 0() 0(-)
1 1(17%) 2 (25%) 2 (20%)
2 0(-) 3 (37%) 7(70%)
3 5 (83%) 3 (38%) 1(10%)
D60 KIN 0 1(17%) 0(-) 3 (30%)
1 0(-) 2 (25%) 3 (30%)
2 4 (67%) 5 (62%) 3 (30%)
3 1(17%)e 1(13%) 1(10%)
D180 KIN O 3 (50%) 0(-) 2 (20%)
1 0(-) 3(37%) 3 (30%)
2 3 (50%) 3 (38%) 3 (30%)
3 0(-)p 2 (25%) 2 (20%)

SC: sunscreen SPF30; IM: ingenol mebutate; COL: colchicine;
ap(TO vs. T60)<0,05; bp(TO vs. T180)< 0.05.

Despite 6% of the patients were not evaluated at D15 regarding AE due to COVID-19
pandemic, only two (8%) in PLAC-group related diarrhea and two in PL-group (8%) related
epigastralgia, which led to the interruption of oral treatment in one case each group. All of the
patients not evaluated at D15 were interrogated about AE in T60 and negated any relevant AE.
Regarding topics, 13% of MI group had moderate AE meanwhile 23% and 8% reported in COL
group and FPS, respectively). No severe adverse event was reported in any of the topical groups.
No subjects suspended topical treatment. There was no systemic toxicity related to use of IM in the
forearms. The severity of adverse effects on SC-group was inferior to IM and COL (p<0.01), but
there was no difference between COL and IM-group (p=0.38).

Therefore, 0.5% colchicine cream, IM gel and SPF 30 sunscreen are well tolerated and

demonstrated a reduction in SFC activity with superiority to colchicine 0.5% cream.

DISCUSSION
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The only trial in literature with oral PL in SFC has associated it with two sessions of MAL-
PDT and showed a higher reduction of facial AK counting when compared to only MAL-PDT after
six months. ® Despite of our study being performed in the forearms, which is known to have less
expressive results than facial AKs, the previous study was not blinded or placebo controlled, which
may have compromised the results. '3 Nevertheless, there was a superiority of PL in AKSS over
PLAC at D180; another studies with longer treatment times with PL are needed to confirm this
finding.

The first self-controlled clinical trial comparing topical colchicine with another treatment for
QAs compared colchicine 0.5% cream twice a week for 10 days to one session of MAL-PDT on the
forearms, and showed a total clearance of 17% in COL group” and reduction of 42% of AK count,
endorsing its effectiveness and security of the drug in AK treatment. In our study, total clearance
was comparable (16%), although lower when compared to previous studies with colchicine and
other standard treatments. It is important to consider that most of previous studies with colchicine
was not comparative and the treated area were not only the forearms, but also face and scalp.6
Furthermore, in both studies AKs weren’t previously treated (washout), suggesting that colchicine
may have better results in preventing the arise of new AKs and stabilize SFC, what should be
assessed through special designs. Another important observation of our study is the superiority of
COL over FPS even at D180 in AK count and FPS, suggesting a sustained response. Recently,
tirbanibulin, a synthetic inhibitor of tubulin polymerization similar to colchicine, showed promising
results in the treatment of AKs of the face, with total clearance in 54% of patients evaluated two
months after its topical use at 1% during five days in treatment of skin field cancerization, which
reinforces the positive evidence regarding the use of antiproliferative drugs in the treatment of
CCC.%s

Concerning to SC, there was reduction in AK count in PLAC+SC group, which was
expected according to previous studies.'® Notwithstanding, the same was not observed in relation
to FPS and AKSS, since the effects of SC in photodamage does not depend only of the regular
application, but also the early use of SC influence this characteristic, preventing signs of
photodamage which already exists in elderly people who did not used SC regularly when younger.'?
Regarding the presence of a few AE related to SC (8%), the possibility of carry-across effect of IM
or COL may be the cause of the presence of AE in SC group.18

IM has already been compared with some of the available treatments, showing efficacy

similar to the use of diclofenac gel 3% for 60 days or imiquimod 5% for 16 weeks, with the benefit
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of a shorter treatment regimen. In addition to the good response rate, the effects of treatment persist
for six months, with recurrence of only 13% of treated lesions, associated with a high level of

satisfaction with treatment, both by dermatologists and by patients.?

Conversely, our study showed clearance rates lower than literature. In our study, the area
of was higher than the 25cm? area in prescribing information provided by LEO Pharma®, in order
to avoid systemic reactions, while there were two patients who used one tube divided in both
forearms due to misunderstanding, which further increased the treated area in this subjects and
reduced the IM efficacy. Nevertheless, recent studies showed no clinically relevant systemic
adverse reactions and manageable local skin responses, ' which reinforce the safety of our study

model while it may have reduced the efficacy of IM.

Recently, European Medicines Agency (EMA) recommended that patients stop using IM,
as well as UK’s Medicines and Healthcare Products Regulatory Agency, after analysis of phase IV
studies, which evidenced a possible relation between use of IM and an increased risk of developing
skin cancers.202! Surprisingly, one of the subjects of IM group developed, at D180, a
keratoacanthoma in his treated forearm. Therefore, it is possible to consider a publication bias of

studies with IM in the treatment of AK, explaining the controversy between the results.

Loss of nuclear polarization (measured by KIN in this study) is a hallmark of photoageing
and chronic sun exposure and may contribute to characterize the activity of SFC.1022 The reduction
of KIN by COL is an evidence of its effects on keratinocyte proliferation and stabilization of their
atypia. This same parameter was evaluated in a previous study with COL, with similar results after
60 days of treatment.” Besides, this study is the first which evaluated the sustained response of
keratinocyte dysplasia to COL usage. Further studies are needed to improve the evidences,

including posology of COL with different prescription cycles.

This study has some limitations linked to be monocentric (from a public service), which
minimizes generalization of the results, otherwise, this improve the internal validity due to the
homogeneity between groups. Besides, both oral PL and COL cream were produced in a
compounding pharmacy, which may not guarantee the same results when produced by different

pharmacies.
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In conclusion, colchicine disclosed good tolerability and efficacy on treating AKs and

SFK, also improving signs of photodamage in the forearms. COL may be a low-cost alternative in

treatment of SFC, especially for low-income population.
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4. CONCLUSOES

O creme de colchicina 0,5% e mebutato de ingenol 0,05% gel foram eficazes no tratamento

de QAs e do CCC em imunocompetentes.

O extrato de Polypodium leucatomos via oral ndo demonstrou eficacia apés 60 dias de

tratamento.
Nao houve efeito aditivo do PL aos topicos no tratamento de QA e CCC em 60 e 180 dias.

Houve redugéo da contagem de QAs e do escore de gravidade das QAs em 60 e 180 dias,

com superioridade da colchicina em relagdo ao uso isolado de filtro solar FPS30.

Houve melhora do fotoenvelhecimento dos antebragos em 60 e 180 dias, com

superioridade da colchicina em rela¢&o ao uso isolado de filtro solar FPS30 no D180.

Colchicina reduziu o escore KIN ap6s 60 e 180 dias do uso em relagéo ao filtro solar e ao

mebutato de ingenol.

PL, colchicina e Ml apresentaram efeitos adversos leves a moderados e transitorios

durante seu uso.
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5. PERSPECTIVAS

O crescimento de estudos visando ao tratamento do campo de cancerizagao cutaneo tem
0 objetivo de contribuir para a prevengdo do surgimento de novas neoplasias cutaneas em
pacientes de alto risco e, consequentemente, reduzir a morbimortalidade, principalmente nos
pacientes mais idosos, 0s mais acometidos por tumores cutdneos nao-melanoma. Além disso, a
reducdo a longo prazo da demanda por cirurgias oncol6gicas cutaneas em um pais com um
sistema hierarquizado como o SUS, permite a redistribuicdo de recursos para o nivel primério de
atencgéo, facilitando a realizacdo de campanhas preventivas que visem a conscientizagdo da

comunidade.

Até o momento, ainda nao ha uma forma objetiva e uniforme de avaliagao da atividade do
campo de cancerizagao. A contagem de QA é a forma mais utlizada; entretanto, ainda nao existe
padronizagao quanto ao numero minimo de QAs por area para definir um campo de cancerizagéo
em atividade, gerando controvérsias entre os estudiosos. Diversos marcadores moleculares ja
foram estudados, como p53, Ki67, survivina e, até 0 momento, nenhum marcador isolado mostrou
forte correlagdo com a atividade no CCC. Além disso, o uso de marcadores celulares,
necessitando bidpsia cutanea, torna a medida de atividade do CCC mais dificil na préatica clinica e
dependente da disponibilidade de laboratorios e marcadores. O uso de escores clinicos validados,
como o escore de gravidade das queratoses actinicas utilizado no nosso estudo e desenvolvido
pelo nosso grupo de pesquisa, por apresentarem uma percepcao mais detalhada e sensivel,
podem ser estratégias praticaveis para a avaliagdo de atividade do CCC em ensaios clinicos

futuros, bem como em servigos especializados de oncologia cutanea.

A influéncia simultédnea da exposi¢ao a RUV na fisiopatologia das QAs e no processo de
fotoenvelhecimento, bem como a reducgéo dos escores de fotoenvelhecimento dos antebragos no
presente estudo e em estudos anteriores do nosso grupo, traz atencdo a identificagdo de sinais
clinicos de fotoenvelhecimento como sinais intrinsecos a um CCC em atividade inicial, podendo
tornar o tratamento pré-emergéncia de QAs estratégia importante de prevengdo primaria em
pacientes de risco.

O tratamento do CCC, com o objetivo de reduzir o numero de QAs apresenta, na maioria
das vezes, resultados satisfatorios, porém, pouco sustentados a longo prazo; consequentemente,

faz-se necessaria a estabilizacdo do CCC, ou seja, manter a inatividade em uma area cutanea ja
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tratada previamente, reduzindo, a longo prazo, a emergéncia de novas QAs e tumores cutaneos.
Os estudos mais recentes tém focado em estratégias de tratamento; porém, & mister lembrar que
a estabilizagéo a longo prazo é necessaria em pacientes com alto risco de desenvolvimento de
tumores cuténeos. Para isso, ensaios clinicos com desfechos bem definidos para estabilizagdo
devem ser realizados e resultados de ensaios clinicos com tratamentos voltados ao tratamento do

CCC néo podem ser extrapolados para a estabilizagao da atividade de campo.

O Polypodium leucatomos, apesar de droga com poucos eventos adversos e nenhuma
contraindicagdo formal até entdo, ndo se mostrou efetivo no tratamento do campo de
cancerizagao, no regime estudado. Ha, porém, poucos estudos na literatura, e este € o primeiro
ensaio clinico placebo-controlado; faz-se necessario estudar melhor seu papel na estabilizagdo do
CCC, com ensaios clinicos controlados. Nosso estudo, portanto, apesar dos resultados nao-
significativos, ndo exclui o uso do PL ainda como estratégia de manutengé@o de um CCC estavel

em pacientes de alto risco.

A colchicina topica, mais uma vez, se mostrou eficaz no tratamento do CCC e, assim como
o PL, apresenta poucos estudos clinicos, com apenas um ensaio clinico comparativo (também
realizado pelo nosso grupo), voltado ao tratamento do campo de cancerizagdo, e ndo sua
manutenc&o. E nesse contexto que estamos desenvolvendo novos estudos clinicos comparativos
com o objetivo de gerar mais evidéncias de sua eficacia, como nosso ensaio clinico comparativo
com 5FU 5%, o tratamento disponivel com maior nivel de evidéncia para CCC até o0 momento,
bem como desenvolver ensaios clinicos envolvendo a colchicina tépica na estabilizagédo do campo

(apos tratamentos destrutivos).

Outro aspecto relacionado a colchicina foi sua superioridade na redugéo das atipias
queratinociticas mesmo apds 180 dias do seu uso, indicando possibilidade de estabilizagdo do
CCC. Essa evidéncia nos permite analisar a possibilidade de ensaios clinicos mais prolongados,
com 0 uso da colchicina tépica no CCC em ciclos sequenciais, que certamente serdo nosso
enfoque de estudos futuros. Ademais, ha a possibilidade de estudar o uso oral de colchicina em
ambas as estratégias, emergindo como possivel alternativa terapéutica em pacientes néo

aderentes ao uso de topicos.

Estratégias terapéuticas topicas e sistémicas no tratamento e na estabilizagdo do CCC
devem ser exploradas visando o0 aumento do arsenal terapéutico para o dermatologista clinico,

com o intuito de fornecer alternativas diferenciadas e, consequentemente, permitir uma terapia
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individualizada e, ao mesmo tempo, com fundamentada evidéncia cientifica, aumentando nao
somente a aderéncia, mas também trazendo melhores resultados, bom perfil de tolerabildiade e
de aspecto estético agradavel ao paciente. Com esse objetivo, nosso grupo de estudo tem
estudado antioxidantes topicos, como o com L-acido ascorbico 15%, alfa-tocoferol 1% e acido
ferulico 0,5% no tratamento do campo de cancerizagéo, e objetiva estudar a nicotinamida topica e

o peeling de Jessner com 5FU como estratégias de estabilizagdo do CCC.

O desenvolvimento de ensaios clinicos voltados para o tratamento do campo de
cancerizacgao pelo nosso grupo, ao longo desses anos, permitiu a padronizagao de protocolos de
tratamento utilizando os antebracos, de forma a ampliar a possibilidade de comparagdes entre os
tratamentos disponiveis de modo autocontrolado, aumentando a robustez de seus resultados.
Entretanto, faz-se também necessario a realizagdo de estudos voltados para outros segmentos
corporais, como a face e couro cabeludo, vistas as divergéncias de resultados quanto a reducéo

na contagem de QAs entre diferentes areas na literatura.

A quantificacdo de fatores de risco no desenvolvimento de QAs também é uma
preocupacao, dado o envelhecimento progressivo da populagéo, com consequente aumento da
incidéncia de QAs, dos tumores cutdneos ndo-melanoma e, concomitantemente, o aumento do
uso de medicagdes de uso continuo, dentre elas inumeras drogas fotossensibilizantes, possiveis
influenciadoras na fotocarcinogénese. Visando uma possivel relacéo entre esses dois fatores,
nosso grupo vem desenvolvendo um estudo caso-controle em pacientes com QAs na face e
investigando o uso de drogas fotossensibilizantes. Estudos dessa modalidade apresentam
impacto importante na sociedade, visto que muitas drogas fotossensibilizantes fazem parte do rol
terapéutico distribuido pelo SUS, e a divulgacédo desses resultados pode impactar na prescrigéo

ou contraindicagdo de drogas em pacientes de alto risco de carcinogénese cutanea.

Finalmente, alternativas de baixo custo e boa aderéncia para o tratamento do campo de
cancerizagéo, que superem os efeitos conhecidos dos filtros solares, devem ser incentivadas, a
fim ampliarmos as opgOes terapéuticas, especialmente, entre pacientes menos favorecidos. O
desenvolvimento, portanto, de uma linha de pesquisa voltada para o tratamento e a estabilizagdo
do campo de cancerizagédo é necessario, visto a alta incidéncia de RUV no nosso pais, situado
majoritariamente entre os trépicos, com uma populagcdo miscigenada, contendo descendéncia
europeia e, consequentemente, com significativa prevaléncia de pacientes com fototipo baixo em
praticamente todas as regides brasileiras. Dessa forma, torna-se nosso papel como promotores
de salde, definir e divulgar as mais variadas estratégias terapéuticas para o CCC e,
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consequentemente, reduzir a incidéncia e morbimortalidade de tumores cutaneos, altamente

prevalentes na populagéo.



61
Colchicina, mebutato de Ingenol e P. leucatomos no Campo de Cancerizagao Anexos

ANEXO 1: Research letter ABD: Adaptacio cultural e validacio - AKQoL-BR

Anais Brasileiros de Dermatologia

Segao: Research Letter

Titulo: Adaptacgo cultural e validacdo do questionario de qualidade de vida dos pacientes portadores de
queratose actinica (AKQoL-BR) para o portugués do Brasil.

Autores:

Marcella Akemi Haruno de Vilhena
Médica Dermatologista
E-mail: marcella.mh@gmail.com

ORCID: 0000-0003-3708-2129

Abreviatura: Vilhena, MAH.

Ivanka Miranda de Castro
Assistente do Departamento de Dermatologia da FMB-UNESP, Botucatu, SP, Brasil.
E-mail: ivanka.castro@gmail.com

ORCID: 0000-0002-3146-1892

Abreviatura; Castro, IM.

Anna Carolina Miola
Assistente do Departamento de Dermatologia da FMB-UNESP, Botucatu, SP, Brasil.
E-mail: anna.c.miola@unesp.br

ORCID: 0000-0001-8926-734X

Abreviatura: Miola, AC.

Hélio Amante Miot
Professor Adjunto do Departamento de Dermatologia da FMB-UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

E-mail: heliomiot@gmail.com


https://orcid.org/0000-0003-3708-2129
https://orcid.org/0000-0002-3146-1892
https://orcid.org/0000-0001-8926-734X

62
Colchicina, mebutato de Ingenol e P. leucatomos no Campo de Cancerizagao Anexos

ORCID: 0000-0002-2596-9294

Abreviatura: Miot, H.A.

Instituicoes onde o trabalho foi desenvolvido:

Ambulatério de Dermatologia do Instituto Lauro de Souza Lima - ILSL e Ambulatério de
Dermatologia da Faculdade de Medicina da UNESP — FMB-UNESP.

Enderego para Correspondéncia:

Anna Carolina Miola

Departamento de Dermatologia da Faculdade de Medicina da UNESP, S/N.
Campus Universitario de Rubido Jr.

18618-000 — Botucatu SP - Brasil

E-mail: anna.c.miola@unesp.br

FONE/FAX: 14 3882 4922

Conflito de interesse: nenhum

Fonte de financiamento: Nenhum

Participagao dos autores:

MAHV - Idealizagdo do estudo, desenvolvimento do projeto, analise dos dados, escrita e
aprovacao do texto.

IMC - Desenvolvimento do projeto, analise dos dados, escrita e aprovagéo do texto.

ACM - |dealizagao do estudo, desenvolvimento do projeto, analise dos dados, escrita e aprovagéo
do texto.

HAM - Idealizag&o do estudo, desenvolvimento do projeto, analise dos dados, escrita e aprovagao
do texto.

Palavras-chave: Carcinoma espinocelular; Ceratose actinica; Neoplasia; Qualidade de vida.



63
Colchicina, mebutato de Ingenol e P. leucatomos no Campo de Cancerizagao Anexos

Queratoses actinicas (QA) contabilizam 10% das queixas das consultas dermatoldgicas no Brasil.! Embora
o risco anual de progressdo de uma QA para carcinoma espinocelular (CEC) seja 0,025-0,6%,2 pacientes
com multiplas QAs apresentam risco de até 20% para a emergéncia de CECs. 3 Ademais, QAs podem
impactar na qualidade de vida (QV) dos pacientes afetados.

QAs acometem &reas fotoexpostas, podem causar dor, sangramento e evoluirem para CEC. Para mensurar
o impacto das QAs na QV dos pacientes, desenvolveu-se, na Dinamarca, um instrumento especifico,
chamado AKQoL.5 Trata-se de um questionario com nove perguntas autoaplicaveis, voltadas ao incémodo
causado pelas QAs na ultima semana, que foi adaptado para outras linguas.® Até 0 momento, ndo ha uma
versdo adaptada para a Lingua Portuguesa.

Este estudo objetivou a validagédo e adaptagéo cultural do AKQoL para o portugués brasileiro. Para tanto,
foi realizado um estudo metodolégico, entre margo-2020 e fevereiro-2021, envolvendo pacientes
ambulatoriais dos servicos Instituto Lauro de Souza Lima - ILSL e da Faculdade de Medicina da UNESP -
FMB-UNESP, maiores de 18 anos e alfabetizados. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica das
instituicdes.

Apbs consentimento dos autores, realizou-se tradugdo do AKQoL para o portugués por trés
dermatologistas fluentes em inglés, de acordo com a recomendacdo do ISPOR task-force. As tradugdes
resultaram em uma versao consensual que foi submetida & adaptacéo cultural a partir da entrevista de 15
participantes portadores de QA, visando a selegéo dos termos mais adequados para o entendimento de
cada item.

A versao traduzida e adaptada culturalmente (AKQoL-BR) foi submetida a 101 participantes com QA para
sua validagé@o psicométrica. Quinze desses participantes foram ressubmetidos ao questionario dentro de
sete dias para avaliar sua estabilidade temporal (teste-reteste). Outros dez foram tratados com nitrogénio
liquido e reavaliados ap6s 30 dias, para avaliar a sensibilidade a mudanga.

A consisténcia interna do AKQoL foi avaliada pelo coeficiente McDonald-w (adequado se w>0,70). Sua
dimensionalidade foi estimada pela andlise paralela de Horn, e confirmada pelo indicador UniCo
(congruéncia unidimensional), cuja unidimensionalidade é definida por valores =0,95. A estabilidade
temporal foi testada pelo coeficiente de correlagéo intraclasse (CCl) (adequado se CCI>0,70), e a
responsividade pds-tratamento foi avaliada pelo teste de Wilcoxon.” Correlagdo entre a gravidade de QA e
o escore foi avaliada pelo coeficiente rho de Spearman.® Considerou-se significativo p-valor<0,05.

Os principais dados demograficos dos participantes estdo apresentados na tabela 1. Salientam-se a alta
prevaléncia de idosos, fototipos baixos e alta frequéncia de cancer de pele. O AKQoL-BR (Quadro 1)
apresentou boa compreens&o pelos participantes, e todos os questionarios foram preenchidos em menos
de dez minutos.

A consisténcia interna do questionario resultou 0,82 (IC 95% 0,78-0,87), e sua unidimensionalidade foi
indicada pela anélise de Horn, sendo o primeiro fator responsavel por 57,5% da variancia do construto, € 0
item 4 (medo de evolugéo para algo grave) foi aquele com maior carga fatorial (0,82). O teste de Kaiser-
Meyer-Olkin resultou 0,82 e a estatistica de Bartlett foi de 469 (p<0,01). O indicador UniCo resultou 0,955.
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Tabela 1: Dados demograficos dos pacientes entrevistados (n = 101).

Idade (anos)* 72 (10)
Sexo Feminino 43 (43%)
Masculino 58 (57%)
Fototipo I 12 (12%)
] 66 (65%)
n 19 (19%)
v 4 (4%)
Escolaridade Fundamental 70 (69%)
Médio 24 (24%)
Superior 7(7%)
Tabagismo 15 (15%)
Uso de filtro solar 72 (T1%)
Antecedentes de tumores cutaneos 73 (72%)
Exposicao solar prévia Leve 12 (12%)
Moderada 26 (26%)
Intensa 63 (62%)

Houve boa correlagdo entre os itens e o escore total (rho>0,46); entretanto, algumas fracas (rho<0,30)
correlagdes inter-item (Tabela 2). O item 5, relacionado a camuflagem das QAs, foi o Ginico que apresentou

efeito ch@o, com 73% de opg¢des na alternativa “nunca ou de modo algum”.

Tabela 2: Coeficiente de correlagao inter-itens e coeficiente de correlagdo rho de Spearman entre os

itens e o escore total AKQoL-BR (n = 101).

Variavel Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6 Q7 Q8 Q9

Q2 0291 -

Q3 0,195 0278 -

Q4 0315 0467 0467 -

Q5 0249 0189 0298 0318 -

Q6 0093 0360 0392 0437 0205 -

Q7 0144 0297 0236 0407 0208 0240 -

Q8 0280 0264 0599 0481 0417 0301 0237

Q9 0229 0485 0223 0329 0201 0270 03% 0232 -
AKQoL-BR 0458 0652 0605 0789 0480 0576 0562 0,634 0,644
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AKQoL-BR revelou adequada estabilidade temporal e sensibilidade a melhora. O escore médio (dp) dos
testes e retestes foram 11,7 (6,5) e 11,3 (5,4), com CCl de 0,88 (p<0,01). Os participantes tratados
perceberam reducao do impacto na qualidade de vida e reduziram seus escores de 7,0 (3,5) para 5,9 (3,5)
(p=0,016).

Nossos resultados mostram que AKQoL-BR revelou-se factivel, consistente, reprodutivel e sensivel para a
avaliagdo do impacto na QV, em uma amostra brasileira. A consisténcia interna resultou proxima a da
versdo original, dinamarquesa (0=0,81), e das outras tradugdes realizadas na Suica (a=0,82), e Espanha
(a=0,91), porém, a versao holandesa apresentou uma consisténcia menos expressiva (0=0,64).4.52.10

A unidimensionalidade identificada na AKQoL-BR desfavorece sua andlise em subescalas (fungéo,
emogdes e controle), como foi idealizada pelos autores da escala original. De fato, a consisténcia interna
dos dominios analisados independentemente foi fraca, e a correlagéo inter-dominio foi <0,60 nas versdes
holandesa e brasileira (dados n&o mostrados).

As doengas dermatoldgicas afetam diferentes dimensdes da vida, devido aos sintomas, as limitagdes
funcionais e a promogao de estigmas ligados a aparéncia das lesdes, que interferem com a interagao social,
profisséo, lazer e infligem prejuizo & autoestima. Consequentemente, pode haver comprometimento
psicologico dos pacientes. O conceito moderno de tratamento médico pressupde, além da reducao objetiva
das lesdes, o efeito de métricas baseadas na percepgao dos pacientes, como o impacto na QV, o que torna
relevante o uso de instrumentos especificos para avaliagdo da QV nas avaliagdes pré e pds-terapéuticas.

Em paralelo, é importante ressaltar que nem sempre ha perfeita correlagdo entre gravidade clinica e
impacto na QV, visto este ser um conceito subjetivo e dependente de interpretagdes pessoais, que podem
variar entre individuos, em diferentes culturas, e inclusive no mesmo individuo, em diferentes fases da vida.
O significado da doenca e seu estigma também é muito variavel, exigindo cuidado na interpretagéo de
desfechos relatados pelos pacientes em populagdes heterogéneas. Nesse caso, o efeito chdo observado
no item 5 (camuflagem) pode n&o ser encontrado em amostras contendo pacientes mais jovens, ou que
exergam atividades sociais e laborais que demandem uma exposi¢ao mais frequente das lesées. No estudo
de validagZo holandés, o item 5 também esteve entre os que apresentaram efeito chao, além dos itens 3 e
8; enquanto o estudo espanhol ndo apresentou itens com efeito-chao.’

Nosso estudo apresenta limitagdes, como a predominéncia de pacientes idosos, oriundos do sistema
publico e de baixo nivel educacional, o que dificulta a generalizagdo dos resultados; porém, ndo desabona
as propriedades do instrumento validado. O uso do AKQoL-BR em estudos futuros seré importante para
consolidar sua utilidade na avaliagdo da qualidade de vida de pacientes com QA.

Em concluséo, foi adaptada e validada uma versao do AKQoL para o portugués do Brasil, a qual apresentou
comportamento psicométrico favoravel para seu uso em estudos clinicos com pacientes portadores de QAs.
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Quadro 1: Questionério de qualidade de vida de pacientes portadores de queratoses actinicas — AKQoL-BR.

Essas perguntas se concentram em como a pele danificada pelo sol pode ter afetado sua vida durante a
ultima semana:

Por favor, marque a alternativa que considera a correta com um X

Durante a Ultima semana, eu fiquei . .
. d , De modo algum | Um pouco Muito Muitissimo
incomodado por ter que proteger minha
pele toda vez que saio a0 sol. = = = =
Durante a Ultima semana, a minha pele . 0o
o De modo algum | Um pouco Muito Muitissimo
danificada pelo sol me fez pensar no
que é importante na vida. = = = =
Durante a dltima semana, a minha . 0
, o o De modo algum | Um pouco Muito Muitissimo
qualidade de vida diminuiu devido a
minha pele danificada pelo sol. = - - O
Durante a Ultima semana, eu tive medo
que o0 dano solar da minha pele possa | De modo algum | Um pouco Muito Muitissimo
evoluir para uma doenca de pele mais O O O O
grave.
Durante a Ultima semana, eu tentei
. Raramente/ i
seconder os danos solares da minha De modo algum As vezes | Frequentemente | Constantemente
pele das outras pessoas com O O O O
maquiagens ou roupas.
Durante a ultima semana eu me senti Raramente/ A
, As vezes | Frequentemente | Constantemente
culpado pelos danos solares da minha | De modo algum
pele. o = = =
Durante a Ultima semana, eu observei a Raramente/ N Muito
. . As vezes | Frequentemente
minha pele e a examinei em buscade | De modo algum frequentemente
danos solares. = = = 0
Durante a dltima semana, minha vida . o
C De modo algum | Um pouco Muito Muitissimo
foi mais dificil por causa dos danos
solares da minha pele. = = = =
Durante a Ultima semana, eu pensei Raramente/ ;
As vezes | Frequentemente | Constantemente
sobre como me comportar quando De modo algum
exposto ao sol. o = = =
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A natureza complexa dos sistemas bioldgicos faz com que muitos experimentos
apresentem certa variabilidade amostral. Ainda, grande parte das intervengdes biomédicas
promove efeitos moderados e sem um evidente gradiente dose-resposta. Contudo, ao passo que
se emprega a estatistica para concluir quanto a diferenca entre amostras, a maior variabilidade
das medidas e a modesta diferenga entre grupos comprometem o poder analitico (erro tipo II).
Esse detalhe exige uma cuidadosa interpretacdo do p-valor (significancia estatistica) e da
dimenséo do efeito em estudos de comparagdo entre grupos, apesar desses conceitos se
aplicarem também para anélises de correlagdo, concordancia, sobrevivéncia, testes diagnosticos,

entre outros.!5

Segundo a estatistica frequentista, duas ou mais amostras podem ser originarias de uma
mesma populagdo, porém, apresentarem variabilidade em algumas caracteristicas. Quanto mais
similares forem as amostras, maior a chance de terem a mesma natureza; por outro lado, amostras
muito diferentes tém menor chance de terem sido selecionadas, ao acaso, dentro da mesma
populacdo. Os estatisticos desenvolveram modelos matematicos que estimam a probabilidade de
que amostras pertengam a uma mesma populagdo, e que suas diferengas constatadas no
experimento, tenham ocorrido ao acaso. De forma geral, o p-valor de um teste estatistico retorna
a probabilidade teérica de que valores mais extremos do que os encontrados sejam frutos do

acaso, desde que os grupos realmente sejam iguais (Ho verdadeira).6.”

Cabe ao pesquisador definir o ponto de corte a partir do qual considera, para o p-valor,
uma probabilidade baixa o suficiente para assumir que os grupos sejam diferentes. A deciséo
desse nivel de significancia (nivel a), assim como a dire¢cao da analise (uni ou bicaudal) devem

ser baseadas em principios teéricos, e definidas previamente a analise.8

Em testes de comparagéo entre grupos, o p-valor é influenciado pela diferenca entre as
médias (ou proporgdes), mas também pela variancia dos dados e pela dimenséo da amostra. A
figura 1 mostra trés situagdes diferentes, em que se comparam amostras com variagao nos desvio-
padrdo e tamanho amostral. Amostras com mesma média e desvio-padrao apresentam p-valores
diferentes, de acordo com o tamanho amostral (Figura 1 A vs. B). Ja amostras com a mesma
média e tamanho amostral, apresentam distintos p-valores se diferirem no desvio-padréao (Figura
1Avs. C).
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Figura 1. Exemplos hipotéticos de comparacbes (bidirecionais) de dois grupos de tratamento (G1 e G2), todos com
mesma média e mediana. A: Amostra com 15 participantes por grupo (p=0,08). B: Amostra com 30 participantes por
grupo, e mesmo desvio-padrao que 0 exemplo A (p=0,02). C: Amostra com 15 participantes por grupo, e menor desvio-
padrdo que o exemplo A (p=0,04).

Convencionalmente, pesquisadores adotam niveis de significancia na faixa de 5%
(p=<0,05) para a analise de pequenas amostras (n<50); com isso, assumem o risco de o resultado
encontrado ocorrer ao acaso em pelo menos 1 vez a cada 20 execugbes do experimento.®
Contudo, como o tamanho amostral e 0 nimero de variaveis envolvidas na analise (nimero de
comparagdes) influenciam o p-valor, isso deve ser ponderado na decisao do nivel de significancia.
O emprego de amostras vultosas (n>1000) favorece o encontro de p-valores pequenos, sendo
recomendado utilizar niveis de significAncia mais restritos, como p<0,001. As modernas
exploragdes genéticas, que comparam simultaneamente milhares de variaveis favorecem o
encontro casual de p-valores diminutos, sendo recomendados niveis de significancia da ordem de
p<5x'|0-8_10,11
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Os p-valores resultantes de um teste estatistico devem ser apresentados como sua
medida exata e com um nimero de decimais compativel com a grandeza que se propde avaliar.
Por exemplo, deve-se referir p=0,032; ao invés de p<0,05 ou de p=0,032016.1213 O acréscimo de
decimais ndo é contraprova de maior fidedignidade dos resultados. Ainda, p-valores marginais ao
nivel de significancia (p.ex. p=0,067), ndo devem ser interpretados como uma “tendéncia” para
rejeitar a hipétese nula, uma vez que a ampliagdo da amostra ndo garante que a diferenga entre

0S grupos seja mantida.

E, pois, importante que o p-valor ndo deva ser utilizado como medida de validade de um
resultado, ou da forca de uma associagdo.'> Tampouco p-valores maiores que o nivel de
significancia devam ser interpretados como identidade entre as amostras.” Uma medida adicional
para a compreensao da relacao entre os grupos amostrados, sdo os estimadores chamados de

dimensao do efeito.16

Desde que as amostras representem adequadamente uma populagdo (coleta
aleatorizada), as estatisticas das amostras podem estimar pardmetros desta populagéo,
permitindo realizar inferéncias sobre o comportamento das variaveis estudadas. Dimensdo do
efeito € um indicador que quantifica a diferenga entre as amostras, e a estimativa do seu intervalo
de confianga de 95% (IC 95%) dimensiona a incerteza do comportamento do pardmetro, na

populacéo de origem.17.18

A tabela 1 apresenta os principais indicadores de dimensdo de efeito para estudos
epidemioldgicos que devem acompanhar o p-valor nos resultados de testes estatisticos.’® Ha,
porém, outros estimadores de dimenséo de efeito cuja interpretagdo € menos intuitiva, entre eles
o coeficiente “d” de Cohen, R2, omega e 0 “eta” quadrado (w? e n?), que podem requerer suporte

de um estatistico experiente. 820
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Tabela 1. Principais dimensdes de efeito de acordo com o tipo do estudo epidemioldgico.

Tipo de estudo Dimenséo do efeito

Diagnostico Sensibilidade, Especificidade, Valor preditivo positivo (ou negativo), Razéo

de verossimilhanca, Area sob a curva

Ecolégico Coeficientes de correlagéo (r ou rho)

Caso-controle Raz&o de chances, Raz&o de prevaléncia

Sobrevivéncia Razao de risco

Ensaio clinico / Coorte Risco relativo, Risco atribuivel, Redugo do risco relativo, Redugao

absoluta do risco, Numero Necessario para o Tratamento (ou para Dano),

Diferenca entre os grupos (percentual ou médias).

Todo teste estatistico deve ser apresentado (e interpretado) de acordo com o p-valor, uma
dimenséo do efeito e seu IC 95%.12.13.21.22 Um experimento que resulte em grande dimens&o de
efeito e p-valor=0,06 é certamente mais relevante que um resultado que exiba pequena dimenséo
do efeito e p<0,01.23-25 Um estudo recente que avaliou a efetividade de meias de compress&o na
melhora do edema ocupacional, resultou p<0,0001,26 porém, a indisponibilidade dos valores de
reducdo como dimensédo do efeito (p.ex. reducéo do didmetro vespertino, ou escore VEINES)

dificultam a interpretag@o dos dados e sua inferéncia.

Excepcionalmente, pode haver uma discreta divergéncia entre a amplitude da dimensé&o
de efeito e o p-valor, por exemplo, como um resultado de risco relativo 0,70 (IC 95% 0,30 a 1,10)
e p-valor=0,045, porém, isso ndo deve ser considerado erro, ja que sao estimativas oriundas de

calculos diferentes, e que tendem a convergir com 0 aumento amostral.

H& um recente movimento académico para a aboligdo do p-valor e do termo
‘estatisticamente significante” nas publicagdes cientificas, em preferéncia pela representacéo
exclusiva da dimensé&o de efeito de um teste, por ser mais informativa e permitir a generalizagéo
dos resultados.?’” Realmente, estudos que baseiam suas conclusdes unicamente no p-valor séo
mais susceptiveis a ndo reprodutibilidade, além de estimularem os pesquisadores a perseguirem

a significancia estatistica, em detrimento da relevancia do resultado (p-hacking).2328-31 Contudo,
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ainda € um movimento incipiente entre os pesquisadores, j& que a uma campanha para a

interpretacéo correta do p-valor € uma alternativa mais acertada que sua aboligao32.

Finalmente, as comparagdes entre grupos podem ser avaliadas de forma uni ou
bidirecional (uni/bicaudal). Convenciona-se chamar de estudo de diferenca, quando avaliamos se
o comportamento de uma variavel pode ser superior ou inferior, entre as amostras. Entretanto,
muitas avaliagdes sdo, por natureza, unidirecionais, como a avalia¢do do numero de casos de uma
doenca entre vacinados e ndo-vacinados; ou em testes de néo-inferioridade entre duas terapias.®
Nesses exemplos, ndo faz parte da hipdtese de pesquisa a possibilidade de que o resultado seja
contemplado bidirecionalmente. O emprego de analises unicaudais, porém, ndo € consensual
entre os epidemiologistas, porque apesar de apresentarem maior poder estatistico, e demandarem
menor amostragem, aumentam a chance de erro tipo [.34-3¢ Tais analises exigem supervisdo de

um estatistico experiente para o calculo do p-valor e do IC 95% unicaudais.

Enquanto o valor de p pode informar ao leitor se ha algum efeito significativo, ndo revela
o impacto desse efeito nas variaveis estudadas?’. Portanto, o pesquisador deve estar atento aos
resultados dos testes estatisticos, no sentido de que sua interpretagéo deva contemplar o p-valor
em conjunto com a dimensao do efeito, especialmente, estimada pelo seu intervalo de confianga
de 95%, ja que o significado pragmatico do experimento é uma informagao independente da sua

significancia estatistica.
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ANEXO 3: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLU(;AO 466/12 -CNS-MS:

Vocé foi atendido(a) no ambulatério de dermatologia da UNESP e convidado a participar do projeto
de pesquisa chamado “Polypodium leucatomos via oral versus placebo associado a
mebutato de ingenol gel 0,05% ou colchicina creme 0,5% no tratamento de queratoses
actinicas e campo de cancerizagao cutaneo: um ensaio clinico randomizado”, que pretende
comparar o efeito de trés formas de tratamento para as lesdes pré-malignas dos seus antebragos
(chamadas queratoses actinicas): colchicina em creme, mebutato de ingenol e Polypodium
leucatomos.

A pesquisa consta em avaliar seus antebragos, realizar uma biopsia (remogéo de um
pequeno fragmento de pele) e, submeter cada antebrago a um dos tratamentos, para comparagao.
Todos os tratamentos séo efetivos, ou seja, vocé estara em tratamento de qualquer forma.

Para o tratamento com colchicina, um creme sera fornecido para aplica¢cdo em um dos
antebracos, duas vezes por dia, por sete dias consecutivos.

Para o tratamento com mebutato de ingenol, sera fornecido outro creme para aplicagao
em um dos antebragos, uma vez ao dia, por dois dias consecutivos.

Além dos tratamentos topicos, vocé receberd um tratamento via oral, que podera ser
hidrocelulose (placebo) ou Polypodium leucatomos 500mg de 12 em 12 horas, que tera duragéo
de 60 dias. A composi¢ao dos comprimidos sera desconhecida para vocé e para o pesquisador
principal.

Nos dias seguintes, as éareas tratadas devem evoluir com vermelhidao, inchago e
pequenos ferimentos nas areas doentes. Durante o tratamento, vocé deve usar um filtro solar
fornecido pelos pesquisadores.

Apos quinze dias, vocé sera avaliado clinicamente, a fim de detectar possiveis efeitos
colaterais que possam ocorrer durante seu tratamento e, apds 60 e 180 dias do inicio do
tratamento, vocé sera reavaliado, de forma semelhante a primeira avaliacéo, e um novo fragmento
de pele dos seus antebragos serdo removidos, para comparagao. As bidpsias séo realizadas com
anestesia local, 0 que pode gerar um leve desconforto no local, durante o procedimento.

Caso vocé ndo queira participar da pesquisa, é seu direito e isso nao vai interferir com o
seu tratamento ou a preferéncia de agendamento médico.

Caso vocé precise de orientacdo, ou auxilio médico decorrente do atendimento nesse
ambulatorio, deve procurar o responsavel pela pesquisa, Dr. Hélio Miot, no ambulatério de
dermatologia da Unesp Botucatu, fone (14) 3811-6167.

Vocé podera entrar em contato com o CEP através dos telefones: 3880-1608 ou 3880-
1609 para quaisquer informagdes adicionais sobre este estudo.

Uma via desse termo de consentimento deve ser guardada com o sujeito da pesquisa, e
outra sera arquivada junto ao pesquisador.

CONCORDO EM PARTICIPAR DA PESQUISA

Pesquisadora: Anna Carolina Miola, Departamento de Dermatologia e Radioterapia da UNESP.
Fone: (14)3811-6167. E-mail: anna_fmrp@yahoo.com.br
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ANEXO 4: Randomizagio dos antebragos dos pacientes

Randomizagéo Bloco 1 Paciente Antebrago direito Antebrago Esquerdo
0,582 F2 COoL FPS
F2 FPS Mi
F1 COoL FPS
F1 FPS [}
F2 COoL [}
F1 M CcoL
Bloco 2 Paciente Antebrago direito Antebrago Esquerdo
0,675 F2 FPS M
F2 CoL FPS
F1 CoL FPS
F1 FPS M
F2 CcoL ]}
F1 M coL
Bloco 3 Paciente Antebrago direito Antebrago Esquerdo
0,372 F2 CoL FPS
F2 FPS M
F1 FPS i
F1 CcoL FPS
F2 CcoL ]}
F1 Mi COoL
Bloco 4 Paciente Antebrago direito Antebrago Esquerdo
0,311 F2 CcoL FPS
F2 FPS i
F1 FPS ]}
F1 coL FPS
F2 CcoL M
F1 M COoL
Bloco 5 Paciente Antebrago direito Antebrago Esquerdo
0,878 F2 CcoL FPS
F2 FPS Mi
F1 M COoL
F1 FPS M
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F2 coL M
F1 coL FPS
Bloco 6 Paciente Antebrago direito Antebrago Esquerdo
0,853 F2 COoL FPS
F2 FPS M
F1 coL FPS
F1 M coL
F2 coL Mi
F1 FPS Mi
Bloco 7 Paciente Antebrago direito Antebrago Esquerdo
0,895 F2 coL FPS
F2 coL M
F1 coL FPS
F1 FPS Mi
F2 FPS Mi
F1 M coL
Bloco 8 Paciente Antebrago direito Antebrago Esquerdo
0,686 F2 coL FPS
F2 M coL
F1 coL FPS
F1 FPS Mi
F2 FPS Mi
F1 M coL
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ANEXO 5: Escala de fotoenvelhecimento dos antebragos

Graus de Severidade M Itl?altlor d
ltem ultiplicador
0 1 2 3 4
Queratose
actinica Nenhuma 12 35 6-10 >10 X 4
(superficial)
Queratose
actinica Nenhuma 1 2 3 >3 X1
(hipertréfica)
Raras e Maliplas e Multiplas, fmas' e Multiplas,
Rugas Nenhuma . . profundas, porém | profundas e x9
finas finas ) .
localizadas difusas
Lentiginoses 0-4 5-10 11-20 21-25 >25 x4
Purpura visivel | Nenhuma Sim X X X X2
Cicatrizes
Atrdficas | Nenhuma | Sim X X X x4
Estreladas
Elastose Ausente Localizada Difusa X X x8
Per@g de Ausente Localizada Difusa X X x 16
elasticidade
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ANEXO 6: Escala de Gravidade das Queratoses Actinicas - AKSS
Escala de gravidade clinica das queratoses actinicas - AKSS
Caracteristica Descri¢ao Pontos
Didmetro 0ab5mm 0
6a10 mm 1
Maior que 10mm 2
Hiperqueratose Ausente ou lesao levemente aspera a palpacao 0
(mais palpavel que visivel)
Aspecto descamativo evidente 1
Queratina compacta aderida a superficie da 2
leséo
Exulceragéo Ausente 0
Presente 1

Escore Clinico = Diametro + Hiperqueratose + Exulceragao
Valor minimo: 0 - Valor maximo: 5
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ANEXO 7: KIN - Keratinocyte Intraepithelial Neoplasia

KIN 1 - Presenga de celulas dlspIaSIcas predominantemente
no tergo inferior da epiderme (camada basal).

KIN 2 - Presenga de celulas dlsplaélcas acometendo
os dois tergos inferiores da epiderme.

KIN 3 - Presenga de células dlsplasmas por todo o epitélio.
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ANEXO 8 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNESP -FACULDADE DE £ PlabaRorma
=£%  MEDICINA DE BOTUCATU %ﬂl

S Tl s €T e B D R

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Polypodium leucotomos V1A ORAL VERSUS PLACEBO ASSOCIADD A MEBUTATO
DE INGENOL GEL 0,05% OU COLCHICINA CREME 0,5% NO TRATAMENTO DE
QUERATOSES ACTINICAS E CAMPO DE CANCERIZA{;,ED CUTANEO: UM ENSAID
CLINICO RANDOMIZADO

Pesquisador: Anna Carclina Micla

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 50026717.6.0000.5411

Instituigio Proponente: Departamento de Dematelogia & Radioterapia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mameroe do Parecer: 2.421.818

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projete de doutoradoe proposto por Anna Carclina Miola, sob orientagio do Prof. Dr. Hélio
Amante Miot, do Departamento de Dermatologia e Radioterapia da FMB. O objetivo do estudo & avaliar a
eficacia do creme de colchicina 0,5%, do mebutato de ingenol 0,05% em creme; e do extrato de Polypodium
leucotomos via oral, no tratamento de queratoses actinicas (QA) e campo de cancerizago cutdneo em
imunocompetentes. Para isso, o projeto propde ensaio clinico autocontrolado, fatorial & duplo cego para o
tratamento via oral, no qual serdo incluidos 48 pacientes com até 10 QAs por regido estudada dos
antebragos. Os pacientes serfio randomizados em dois grupos, de forma a receber extrato de Polypodium
leucotomos via oral S00mg de 12 em 12 horas por 60 dias, ou comprimidos de hidrocelulose (placebo). Os
antebragos serdo randomizados em bloco com o tratamento via oral, pedendo receber colchicina a 0,5%
creme durante & dias, mebutato de ingenol durante seis dias ou uso de fotoprotetor FPS 30, sem tratamento
adicional. Os antebragos serfo avaliados clinicamente (contagem de QAs, escala de fotoenvelhecimento
dos antebragos, escore de gravidade das QAs) e biopsiados para analise histopatolégica e
imunohistoquimica através da expressdo dos marcadores p53 e Ki67. Posteriormente, os pacientes serdo
reavaliados, clinica e histologicamente, 60 e 180 dias apos o tratamento. Pela divisdo dos grupos, verifica-se

gue nenhum voluntario ficara sem tratamento.
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Objetivo da Pesquisa:
O objetivo principal da pesquisa & avaliar a eficacia do creme de colchicina 0,5%, do mebutato de ingenol
0,05% em creme; e do extrato de Polypodium leucotomeos via oral, no tratamento de QA e campo de

cancerizagdo cutineo em imunocompetentss.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Como risco o proponents cita adequadamente oz possiveis efeitos colaterais do medicamento objeto de
estudo. Esses mesmos efeitos colaterais devem ser descritos no TCLE.

Como beneficio o proponente cita que o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que visem estabilizar
o campo de cancerizag@o pode levar & prevengdo do surgimento de neoplasias cutdneas, redugdo de
cirurgias mutilantes e de neoplasias invasivas, com alto risco de metastases, reduzindo a morbimortalidade

das neoplasias cutdneas.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Mo projeto inserido no formulario da Plataforma Brasil a proponente cita que a pesquisa sera realizada com
recursos proprios, mas anexa uma planilha de orgamento descrevendo recursos oriundos da FAPESP e da
propria Unesp. O cronograma de pesquisa & adequado & proposta.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos os documentos estio adequados & proposta.

Recomendagdes:

1. Ajustar TCLE conforme orientagdes descritas neste parecer,

2. Incluir no formuléric da Plataforma Brasil a planilha apresentada com o orgamento da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado. Atender as recomendagdes acima citadas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberagdo do Colegiado em reunifo ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 04 dezembro de 2017, o projeto encontra-se APROVADO, sem necessidade de envio a
COMNEP.
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O Comité de Etica em Pesquisa, no entanto, informa gue ao final da execugdo da pesquisa, seja enviado o

“Relatéric Final de Atividades”, na forma de "Mofificag&a”, via Plataforma Brasil.
Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagbes Basicas PB_INFDRMA@&ES_EJS.SICAS_DO_P 08112017 Aceito
do Projeto ROJETO_1020995_pdf 19:23:52
FProjeto Detalhadoe /| ProjetodedoutoradoFINAL .docx 08M1/2017 [Anna Carclina Miola Aceito
Brochura 19:18:57
Investigador
Orgamento Orcamento.docx 08/11/2017 |Anna Carolina Miola | Aceito
19:47:17

Cronograma Cronogramadasatividades. docx 08M1/2017 [Anna Carclina Miola Aceito
19:13:51

TCLE { Termos de | TermodeConsentimentoLivreeEsclarecid| 08/11/72017 | Anna Carolina Micla Aceito

Assentimento [ o.docx 19:12:51

Justificativa de

Auséncia

Declaragio de TermoDeAnuencialnstitucional. pdf 081172017 |Anna Carolina Miola | Aceito

Instituicdo e 19:06:58

Infraestrutura

Declaragdo de AnuenciaHcfmb.pdf 08/11/2017 |Anna Carolina Micla | Aceito

Instituigdo e 19:06:13

Infraestrutura

Folha de Rosto Folhaderosto. Pdf 08/11/2017 | Anna Carolina Miola Aceito
19:05:18

Situagdo do Parecen
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:
Mo
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Contnuacdo do Parecer 2.421.818

BOTUCATU, 07 de Dezembro de 2017

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador)
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