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Resumo

O cancer de Pele ndo melanoma ¢ o tipo de cancer mais prevalente no Brasil € no mundo.
Embora, possua baixa letalidade, apresenta malignidade local, podendo invadir e destruir
tecido adjacente, representando alto impacto na satde do paciente. Os tratamentos
convencionais para lesdes de carcinoma basocelular (CBC) abrangem técnicas de
aplicagdo topica e mais classicamente a cirurgica. A via cirargica ¢ um dos procedimentos
mais eficientes. No entanto, esta técnica exige infraestrutura especializada, além de, em
geral, a internagdo do paciente, e apresenta a possibilidade de redu¢des de funcionalidade
anatomica e estética no local da lesdo tratada. A Terapia Fotodinamica tdpica ¢ uma
técnica que oferece vantagens como excelente resultado estético especialmente quando
trata das lesOes superficiais de grande area, aplicagdo do procedimento em ambiente
ambulatorial e apresenta um minimo impacto funcional do local tratado. A Terapia
Fotodinamica Fracionada ¢ uma modificagdo da técnica convencional, na qual ¢ aplicada a
dose total de luz, em etapas separadas por um intervalo de tempo (periodo de escuro). Este
periodo permite reoxigenacao do tecido, redistribuicdo e acimulo da Protoporfirina X
(PpIX), que favorece maior dano celular com repercussao positiva na resposta final ao
tratamento. As taxas de cura usando esse protocolo, em alguns estudos sdo semelhantes ao
protocolo convencional. No entanto, no Brasil, nenhum estudo usando esta técnica para
tratamento de CBC tem sido publicado. Dessa forma, foi avaliado a resposta completa e
parcial aos quatro diferentes protocolos da Terapia Fotodinamica fracionada, apds 30 dias
do tratamento. O estudo mostrou uma resposta completa de 65.8%, 67.6%, 72.7% e 95.4%
no grupo 1, 2, 3 e 4, respectivamente. Observamos que, o tempo de escuro ¢ a dose de
irradiacdo sdo parametros que apresentam grande importincia para a resposta final ao
tratamento. Nossos resultados sugerem que a Terapia Fotodindmica Fracionada ¢ uma
técnica que possui excelente resultado estético e resposta promissora quando avaliada 30
dias apo6s o tratamento. Porém, serd necessdrio um seguimento de maior tempo para

melhores entendimentos do comportamento das lesdes tratadas.

Palavras-chave: Terapia Fotodindmica fracionada, tempo de escuro, dose de

irradiagdo, Carcinoma Basocelular, Protocolo clinico.



Abstract

Non-melanoma skin cancer is the most prevalent type of cancer in Brazil and
worldwide. Although, it has low lethality, it presents local malignancy, and the ability to
invade and destroy adjacent tissues, representing high impact on the health of the patient.
Conventional treatments for basal cell carcinoma (CBC) lesions include topical and, more
usually, surgical techniques. The surgical treatment is one of the most efficient
procedures. However, this technique requires specialized infrastructure, in addition to
frequently requiring patient hospitalization, and presenting the possibility of anatomical
and aesthetic functionality reductions at the site of the treated lesion. Topical
Photodynamic Therapy is a technique that offers advantages as: excellent aesthetic result -
especially when treating large area superficial lesions, possibility of application for
outpatients in ambulatory, and presenting a minimum functional impact of the treated
anatomycal site. Fractionated Photodynamic Therapy is a modification of the usual
technique in which the full dose of light is delivered in steps separated by a periods of
time ("dark intervals"). This period allows re-oxygenation of the tissue, re-distribution and
accumulation of protoporphyrin IX (PpIX) that leads to greater cellular damage with
positive repercussion in the final response to treatment. The cure rates using this protocol
in some studies are similar to the conventional protocol. However, in Brazil, no studies
using this technique for treatment of BCC have been published. Thus, we proposed to
evaluate the complete and partial response to the four different protocols of fractional
Photodynamic Therapy, when evaluated after 30 days of treatment. The study showed a
complete response of 65.8%, 67.6%, 72.7% and 95.4% in the groups 1, 2, 3 and 4,
respectively. We observed that the dark interval and the irradiated light dose are
parameters of great importance for the final response to the treatment. Our results suggest
that Fractionated Photodynamic Therapy is a technique with excellent aesthetic result and
complete response when evaluated 30 days after treatment. However, a longer follow-up
will be necessary for better understanding of the behavior of the lesions treated.

Keywords: Fractionated photodynamic therapy, complete response, dark time, irradiation
dose, basal cell carcinoma, Clinical protocol.
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1 Introducao

1.1 CANCER DE PELE

Existem diversos tipos de cancer de pele, sendo o cancer de pele ndo melanoma
(CPNM) o mais prevalente no Brasil e no mundo. Embora, possua baixa letalidade,
apresenta malignidade local, podendo invadir e destruir tecidos adjacentes, inclusive
0sseo, representando alto impacto na saude do paciente (SAMPAIO S.; RIVITTI E.,
2001).

No Brasil, o CPNM corresponde a 30% de todos os canceres registrados. E o
primeiro mais incidente nas Regides Sul, Centro-Oeste e Sudeste nos homens e nas
mulheres, neste ultimo género, a regido Nordeste se inclui também (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA. COORDENACAO
DE PREVENCAO E VIGILANCIA, 2016).

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), estima-se que no pais ocorreram
cerca de 175 mil casos novos de CPNM em 2017. Entre os homens, 80.850 novos casos €
94.910 entre mulheres. Os valores correspondem a um risco estimado de 81 casos novos a
cada 100 mil homens e 91 a cada 100 mil mulheres (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA. COORDENACAO DE PREVENCAO
E VIGILANCIA, 2016).

O CPNM se apresenta principalmente sob duas formas: o carcinoma bosacelular
(CBC) e o carcinoma escamocelular (CEC). O CEC ¢ menos frequente e mais agressivo
quando comparado com o CBC. Pode ocorrer em pele normal, porém esta frequente
associado a lesdes precursoras como a queratose actinica (SAMPAIO S.; RIVITTI E.,
2001) (ALAM; RATNER, 2001) Figura 1. Estas lesdes constituidas por células atipicas da
camada espinhosa de epiderme tem um maior potencial de apresentar metastase

(SAMPAIO S.; RIVITTI E., 2001)
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Figura 1: Carcinoma escamocelular localizado no dedo da mao Esquerda. (Fonte: autoria propria)

O CBC ¢ o cancer de pele mais comun, e apresenta um crescimento lento e infiltragao
local (BATH-HEXTALL et al., 2007a). Pode ser considerado de baixa capacidade de originar
metastases com uma incidéncia entre 0.1% - 0.8% (VON DOMARUS; STEVENS, 1984)
(DANHOF; LEWIS; BROWN, 2018). A letalidade desta doenca ¢ quase nula, estimada
<0.1% (VON DOMARUS; STEVENS, 1984).(SAMPAIO S.; RIVITTI E., 2001) (CALLENS
etal., 2016).

Histologicamnte, o CBC caracteriza-se pela presenga de massas de células basalidides,
que se dispdem perifericamente em paligada. As massas tumorais sdo circundadas por um
estroma mucinoso, que sofre retragdo evidenciando-se fendas entre o parénquima normal € o
tumoral quando observadas apds o processo de fixacdo com solugdo formalina (SEXTON;

JONES; MALONEY, 1990) (SAMPAIO S.; RIVITTI E., 2001).

As formas clinicas do CBC sao variadas entre as quais se encontram papulas, nodulos,
ulceragoes, infiltracdes, placas e atrofias. A apresentacdo clinica mais frequente ¢ a nodular
representada por uma papula rosea perolada, com bordas delimitadas e as vezes com finas
telangectasias. Este nodulo cresce lentamente e pode se ulcerar motivo pelo qual o tipo clinico

¢ denominado nddulo-ulcerado (SAMPAIO S.; RIVITTI E., 2001) Figura 2.
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Figura 2: CBC nodular-ulcerado. Na foto se observam as telangectasias (a) e leve pigmentagéo (b). Fonte: autoria

propria.

Existem multiples classificagdes das formas clinicas e numerosos tipos de CBC,
porém os mais comunes sdo: nodular-ulcerativo 2) pigmentado; 3) esclerodermiforme; 4)
superficial. O CBC pigmentado ¢ morfologicamente similar ao CBCn e mais comumente

encontrado em paciente com fototipos altos (SAMPAIO S.; RIVITTI E., 2001), como

demonstrado na figura 3.
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Figura 3: CBC pigmentado. Fonte: autoria propria.

O CBC esclerodermiforme ¢ uma variante caraterizada por uma placa branca-
amarelha, escleroatrofica, dura, lisa, bordas mal definidas ¢ sem ulceracdo. Esta lesdo ¢ de
mal prondstico pelo risco de recorréncia e infiltragdo (SAMPAIO S.; RIVITTI E., 2001)
(CHINEM; MIOT, 2011a).

O CBC superficial ¢ caraterizado por uma placa eritemato descamativa de
crescimento lento (Figura 4), localizado frequentemente no tronco e membros (SAMPAIO
S.; RIVITTI E., 2001). Pelas suas carateristicas clinicas, o diagnostico diferencial ¢ feito
com exclusdo de psoriase, doenca de Bowen e melanoma amelandtico (NAPOLITANO et

al., 2014) (Figura 4).
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Figura 4:CBC superficial. Fonte: autoria propria.

Viarias condigdes estdo relacionadas com o desenvolvimento do cancer de pele,
desde a presenca de mutagdes genéticas, bem como fatores ambientais e atividades
ocupacionais (SAMPAIO S.; RIVITTI E., 2001) (CHINEM; MIOT, 2011b) (BATH-
HEXTALL et al., 2007a).

Doengas genéticas como xeroderma pigmentoso e sindrome do nevo basocelular
sdao genodermatoses que incrementam o risco de apresentacao desta doenca (SEGURA et
al., 2011). Os pacientes imunosuprimidos, por exemplo os transplantados renais,
apresentam uma maior incidéncia de CPNM quando comparados com a populagdo

imunocompetente (HAYASHIDA et al., 2015).

O maior fator de risco para o aparecimento do tumor ¢ a exposi¢do excessiva €
cronica ao sol. O CBC ocorre nos fototipos de pele mais claros, geralmente em pacientes
maiores de 40 anos e com exposi¢ao cronica a radiacdo ultravioleta e ou uso regular de
cameras de bronceado artificial. Outro fator importante ¢ a exposi¢cdo solar ocupacional,
como o caso de fazendeiros, operdrios de construcdo, entre outros (SAMPAIO S

RIVITTIE., 2001) (BATH-HEXTALL et al., 2008).
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A prevengdo primaria € o primeiro € mais importante passo para evitar este tipo de
tumor. A fotoprote¢do quimica com uso regular de protetores solares atua bloqueando
parcial ou totalmente os raios ultravioletas que incidem sobre a pele. A utilizacdo de
vestudrios como chapéus, camisas de manga comprida e guarda-chuva podem servir

também como filtro solar (SCHALKA et al., 2014).

Os tratamentos convencionais para lesdes de carcinoma basocelular abrangem
técnicas de aplicagdo topica e mais classicamente cirurgica. A via cirargica ¢ o
procedimento padrdo ouro (BATH-HEXTALL et al., 2007a) (BICHAKJIAN et al., 2018).
No entanto, esta técnica exige infraestrutura especializada e profissionais com alta
qualificacdao, além de, em geral, exigir a internacdo do paciente, e apresentar a

possibilidade de reducdes de funcionalidade anatdmica e estética no local da lesdo tratada.

Entre as terapias ndo cirirgicas usadas para o tratamento do CBC se encontram
radioterapia, crioterapia, Fluororacil e imiquimode e mas recentemente o uso de inibidores
do receptor “Smoothened”(SMO) na via “Hedgehog” (BATH-HEXTALL et al., 2007b),
assim como a TFD (DANHOF; LEWIS; BROWN, 2018).

A radioterapia ¢ wusada especialmente para situagdes onde a cirurgia ¢
contraindicada ou ndo viavel. Diferentes ténicas ¢ formas de radia¢do sdo usados nesses
casos mas o pobre resultado estético, e as multiplas sessdes necessarias para o tratamento

e o risco de lesdes malignas secundérias limitam seu uso (BICHAKIJIAN et al., 2018).

O fluorouracil e imunomuladores topicos sdo usados como terapia antioneoplasica
especialmente em CBC de baixo risco, em diferentes protocolos, com taxas de cura
inferiores 4 cirurgia (BATH-HEXTALL et al., 2014) (BATH-HEXTALL et al., 2007b),
alto custo do tratamento, e reagdes inflamatorias importantes que limitam seu uso, mas

com algumas vantagens como facilidade de aplicacdo e resultado estético.

O vismodegib e sonidegib sdo medicamentos que inibem o receptor SMO. Este
ultimo quando ativado participa na transcrip¢ao do fator Gli que leva sinales ao nacleo da
célula iniciando assim a transcrip¢ao de genes que controlam a proliferacdo celular.
(DANHOF; LEWIS; BROWN, 2018). Estes dois medicamentos, para o tratamento de
CBC metastatico ou localmente avangado, tem demostrado taxas de cura entre 43-60%.
Os principais feitos adversos reportados sdao formagdo de tumores adicionais
(especialmente CEC) e resisténcia ao medicamento (MEANI et al., 2014), fato que

poderia limitar futuramente seu uso.
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A Terapia Fotodinamica tépica ¢ uma técnica de aplicacdo topica, de facil
aplicacdo, indicada para CBC de pequeno porte e que oferece vantagens como excelente
resultado estético, aplicagdo do procedimento em ambiente ambulatorial e um minimo
impacto funcional do local tratado (SALVIO et al., 2016a). A técnica pode ser aplicada
também como terapéutica adjuvante especialmente em pacientes com risco cirurgico

(BLANCO et al., 2016).

1.2 TERAPIA FOTODINAMICA

A Terapia Fotodinamica (TFD) ¢ uma técnica amplamente usada para afec¢des da
pele de carater benigno e maligno. Além de suas aplicacdes na area da Dermatologia, a
TFD também possui aplicagdes na Gastroenterologia (GRAY; FULLARTON, 2013), no
tratamento do colangiocarcinoma, esofago de Barret, cancer gastrico precoce (OINUMA;
NAKAMURA; NISHIWAKI, 2016), e podem ser usado em outras areas como, a
Neurologia, Mastologia, Urologia, Pneumologia, Ginecologia e outros diversos campos de
médicos (CHILAKAMARTHI; GIRIBABU, 2017)(GERALDE et al., 2017).
Especificamente na area da Oncologia, tem-se usado a TFD para tratamento de diferentes
condig¢des, como terapia isolada ou adjuvante (CALLENS et al., 2016) (ANDRADE et al.,
2013b)(RAMIREZ et al, 2014)(QUIRK et al, 2015)(INOUE, 2017). A agdo
fotodindmica também tem sido amplamente estudada e aplicada para fins ndo
oncologicos, como para o controle microbiolégico na Odontologia e Ginecologia
(AKRAM et al., 2017)(INADA et al., 2012)(BLANCO et al., 2017b)(SANTEZI et al.,
2016), e para fins cosméticos como rejuvenescimento facial (LE PILLOUER-PROST;
CARTIER, 2016).

Trés elementos sdo fundamentais na TFD: (1) a presenca do fotossensibilizador
(FS), (2) molécula que absorve luz para desencadear uma série de reagdesfotoquimicas; a
luz em um comprimento de onda especifico; (3) e o oxigénio molecular presente no tecido
a ser tratado. O FS pode ser disponibilizado no tecido através de sua aplica¢do sistémica
por via endovenosa (ROBERTS; CAIRNDUFF, 1995), via inalatéria (GERALDE et al.,
2017), ou via topica (AGOSTINIS et al., 2011a). A forma que vem sendo mais
comumente empregada, ¢ a aplicacdo topica do acido S-aminolevulinico (ALA), um proé-
farmaco de segunda geracdo, que ¢ convertido em protoporfirina IX (Pp IX), um FS

endogeno formado dentro das mitocondrias das células. Além do ALA, sua forma
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metilada, o metil aminolevulinato (MAL, um éster do ALA) ¢ também frequentemente

usado para indica¢des dermatoldgicas da TFD.

Diferentes protocolos clinicos de TFD tém sido aplicados usando ALA e
especialmente MAL para tratamento do CBC principalmente dos subtipos superficial
(CBCs) e nodular (CBCn). Porém, o protocolo mais amplamente usado consiste de 2
sessoes de TFD separadas por 7 dias (SOLER et al, 2001)(HORN et al.,
2003)(VINCIULLO et al.,, 2005)(BRAATHEN et al, 2007)(FOLEY et al.,
2009)(CHRISTENSEN et al., 2010) (RAMIREZ et al., 2014). A maior limitacdo deste
protocolo ¢ o custo mais elevado da técnica, produto da segunda sessdo, tanto por
investimento de tempo como de operagdes logisticas. Outro limitante esta associado a dor
e desconforto experimentado pelos pacientes durante a segunda sessdo, devido ao estado
mais fridvel do tecido em cicatrizagdo, produto da primeira sessao. Nosso objetivo neste
estudo foi propor um protocolo que otimizasse o tempo de aplicacdao da TFD, facilitando a
adesdo dos pacientes a terapia e conservando ou melhorando as taxas de cura observadas

no protocolo convencional.

1.2.1 Breve historico

A TFD teve inicio, no século XX, em Munique, Alemanha. Em seu experimento,
Oscar Raab, estudante de medicina, evidenciou os efeitos letais sobre o protozodario,
Paramecium, quando associada luz e acridina, como medicamento fotossensivel
(DOUGHERTY, 1984) (ACKROYD et al, 2001). No entanto, o termo "acdo
fotodinamica" foi introduzido alguns anos mais tarde, por Jodlbauer e von Tappeiner, que
juntos demonstraram a necessidade do oxigénio para as reacdes com fotossensibilizadores.
Eles também foram os primeiros a reportar uma aplicag¢do clinica da a¢do fotodinamica,
mostrando que a aplicag@o topica de eosina ativada pela luz do sol, ou pela luz de uma
lampada de arco era eficiente no tratamento de cancer de pele (ROBERTS; CAIRNDUFF,
1995)(DOUGHERTY et al., 1998).

Em 1975, Dougherty e colaboradores, usando uma substancia fotossensivel, o
derivado de hematoporfirina (HpD), de administracdo sistémica, reportaram o primeiro
caso de tratamento por meio da TFD em modelo animal com cancer de mama
(DOUGHERTY; GOMER; WEISHAUPT, 1976). Posteriormente, em 1976, Kelly e

Snell, no hospital St. Mary’s de Londres aplicaram a TFD pela primeira vez em humanos,
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tratando pacientes com cancer de bexiga (DOUGHERTY et al., 1978)(ACKROYD et al.,
2001).

Na area da Dermatologia, o grupo de investigagdo do Instituto de Cancer Roswell
Park, em Buffalo, EUA (1978), publicaram os resultados do estudo realizado em 25
pacientes com 113 lesdes de cancer de pele. Nesse estudo, Dougherty e sua equipe usaram
HpD, associado a luz vermelha para tratar NMSC CBC e CEC, melanoma e metéstase na
pele de outros tumores primarios. Os resultados evidenciaram resposta completa em
algumas lesdes resultados que encorajaram a realizacdo de outros estudos clinicos

(DOUGHERTY et al., 1978).

Em 1993, o Photofrin®, um HpD, foi aprovado no Canadd para tratamento de
cancer de bexiga; em 1994 foi aprovado no Japdo para cancer de pulmio em estagio
inicial; em 1995 obteve aprovacdo da FDA nos EUA para o tratamento de cancer de
esofago. Posteriormente o Photofrin® obteve aprovagdo para outras neoplasias € em
outros paises. A maior desvantagem do Photofrin®, bem como de outros HpD, ¢ a
fotossensibilidade sistémica a qual o paciente fica exposto, por um periodo de até 3-4
semanas, com risco de queimadura cutinea se houver exposicdo da pele ao sol

(ALLISON; MOTA; SIBATA, 2004).

Em 1990, uma nova molécula foi sintetizada para uso em TFD, denominada acido
aminolevulinico (ALA). Embora, possa ser administrada por via sistémica, a
administracdo pela via topica e mais comumente utilizada devido sua agdo localizada e de
baixa ou inexistente fotossensibilidade pds-tratamento, caracteristica de grande utilidade
especialmente na Dermatologia. Esta molécula ¢ um precursor da PpIX que ¢, o
verdadeiro FS para a TFD. Depois da aplicagdo do ALA no tecido, ocorre sua absor¢ao
por parte das células, onde uma série de reagdes ocorrem e culminam na formacgdo da
PpIX nas mitocondrias (ALLISON; MOTA; SIBATA, 2004). A partir da descoberta do
ALA como precursor de PpIX, muitos trabalhos clinicos foram publicados apresentando
resultados positivos tanto em tumores, como em lesdes potencialmente malignizaveis e
lesdes nao-oncoldgicas (BAGNATO et al., 2005) (CHRISTENSEN et al,
2010)(ANDRADE et al., 2013a).

O Levulam® Kerastick® (ALA 20%) foi o primeiro composto a base de ALA a
ser aprovado para comercializagdo em 2000 (ALLISON; MOTA; SIBATA, 2004) (Figura
5: Formula molecular do ALAFigura 5). Atualmente, o BF-200 ALA ¢ aprovado nos
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Estados Unidos para tratamento de queratose actinica e campos de cancerizagdo, na

apresentacao de gel (Ameluz®).

Figura 5: Férmula molecular do ALA modificado de (WIKIMEDIA, 2016)
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Outro precursor de PpIX ¢ o MAL (aminolevulinato de metila) que apresenta uma
estrutura lipofilica que favorece a penetragdo do composto na pele e consequentemente a
producao de PpIX (Figura 6). Este composto foi aprovado para tratamento de CBC e
queratose actinica na Unido Europeia, e ¢ usado amplamente para aplica¢des
dermatoldgicas, em especial, para tratamento de CBC. Outros ésteres do ALA como o
butil, hexil e octil também vem sendo usados em aplicagdes em Dermatologia (DE ROSA

et al., 2004) (LOPEZ et al., 2004) (FOTINOS et al., 2006).
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Figura 6: Formula molecular do MAL modificado de (WIKIMEDIA, 2017).
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1.2.2 Componentes basicos e mecanismo de acdo da Terapia Fotodinamica

A TFD ¢ uma técnica baseada na interagdo de trés elementos que, quando
associados, gera morte da célula alvo (Figura 7). O oxigénio presente nas células, o FS e a
luz, num comprimento especifico. Estes trés elementos apds interagirem, formam

diferentes produtos que levam ao dano e morte celular por diferentes vias.

Figura 7: A ag@o fotodinamica ocorre mediante a interagdo de trés componentes: fotossensibilizador (FS), luz e o

oxigénio molecular (O2). Fonte: autoria propria.
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e Fontes de luz

A fonte de luz para TFD ¢ escolhida basicamente de modo que seu espectro de
emissdo corresponda ao espectro de absor¢dao do FS que serd utilizado. Além disso, a
fonte deve ter poténcia luminosa adequada além de permitir entrega de luz adequada e

eficiente ao tecido-alvo (WILSON; PATTERSON, 2008).

A luz do sol e as lampadas foram as primeiras fontes de luz a serem usadas para
aplicagdes da TFD recentemente. A luz solar, apesar de ser multiespectral e de alta
poténcia (1000 W/m?) ndo pode ser facilmente focalizada na regido de interesse e dificulta
aplicacdes de organos internos. Além disso, a luz solar apresenta influencia do lugar
geografico da aplicagdo e suas condi¢cdes meterologicas podem interferir na entrega da luz
necesséaria para o tratamento se perdendo o controle do periodo de iluminagdo (PEREZ;

GARCIA; GILABERTE, 2014) (Figura 8).

Figura 8:TFD com luz solar.(PEREZ; GARCIA; GILABERTE, 2014)

As lampadas de arco e as lampadas de projetores de slides, que também possuem

amplo espectro de emissao, abrangendo quase todos os comprimentos de onda da luz
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visivel e do infravermelho proximo, possibilitando a ativagdo de varios tipos de FS,
foram utilizadas com sucesso. As lampadas ainda sdo empregadas na atualidade, e
apresentam a vantagem de poderem ser espectralmente filtradas para adequacdo os
diferentes fotossensibilizadores. Porém, as lampadas ndo sdo eficientemente acopladas as
fibras oOpticas, de modo que nao possibilitam uso via endoscopia (WILSON;

PATTERSON, 2008).

Os LASER (do inglés, Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation ou
Amplificagdo da Luz por Emissdo Estimulada de Radiacdo) sdo sistemas que facilitaram
a aplicagdo da TFD, pois conjugam diversas caracteristicas especiais, como: alta poténcia
de saida, disponivel em diversos comprimentos de onda e pode ser eficientemente
acoplado em fibras Opticas para aplicagdes endoscopicas. No inicio das aplicacdes de
TFD, os lasers eram muito caros, grandes e precisavam de um complexo sistema de
refrigeragdo; com a evolugao tecnoldgica, o desenvolvimento de lasers mais compactos,
mais faceis de operar (Figura 9; jError! No se encuentra el origen de la referencia.) ¢
de menor custo contribuiu para os avangos clinicos da TFD (BRANCALEON;
MOSELEY, 2002).

Figura 9 Uso de LASER e fibra optica na terapia fotodindmica. Fonte: autoria propria.:

Mais recentemente, os equipamentos a base de LEDs (diodos emissores de luz)
tém sido utilizados. Estes apresentam vantagens como custo reduzido, facil manuseio e
manutenc¢do, além apresentar vida 1til superior a do Laser. Os LEDs também podem ser
dispostos em arranjos com diferentes geometrias (Figura 10), permitindo o
desenvolvimento de dispositivos mais anatdmicos para tratamento de diferentes regides do
corpo, desde cavidades até superficies amplas. O acoplamento em fibra optica também ¢
possivel, com eficiéncia relativamente boa. A principal desvantagem dos LEDs ¢ a

eficiéncia na conversdo de energia elétrica em luminosa, que ¢ baixa e acaba resultando
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em aquecimento. Assim, os equipamentos a base de LEDs precisam de um eficiente

sistema de dissipacao de calor (WILSON; PATTERSON, 2008).

Figura 10 Uso de LEDs para terapia fotodindmica. Fonte: autoria propria.

.

e Fotossensibilizador

De maneira geral, um composto ¢ considerado um fotossensibilizador ideal para

TFD quando apresenta as seguintes propriedades:

v' alta absor¢do em comprimentos de onda no intervalo 700 a 850 nm, onde a

penetragdo da luz no tecido ¢ méaxima;

v’ alto rendimento quéntico de oxigénio singleto;

v' ser fluorescente, facilitando, assim, o monitoramento de sua
biodistribui¢ao;

v’ alta estabilidade;

v solavel em agua;

v’ baixa toxicidade no escuro;

v' rapida eliminagdo pelas células/ tecidos sadios; e,

v’ alta seletividade por células alteradas.

Além dessas caracteristicas, em Dermatologia, uma outra propriedade interessante

para escolha do FS ¢ a possibilidade de aplicacdo local e topica. Nesse sentido, os
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precursores de PpIX segunda geracao tipo ALA e posteriormente seus derivados como
¢steres de ALA do tipo (metil, etil, propil, butil, pentil, hexil e octil) estdo sendo as
principais escolhas para TFD. Estas moléculas sdo pré-farmacos que, dentro da célula,
participando do ciclo bioquimico do grupo HEME sdo convertidos enzimaticamente em

PpIX (JUZENIENE et al., 2002) (Figura 5) (Figura 6).

O grupo HEME faz parte da hemoglobina e de outras estruturas importantes do
metabolismo. Sua biossintese ocorre no interior da célula (citosol e mitocondria) quando,
pela associacdo da Glicina e da Succinil-CoA, é formada uma molécula de ALA, na
presenca da enzima 4acidoaminolevulinico sintetase (ALAs). Posteriormente, duas
moléculas de ALA se condensam para formar duas moléculas de dgua e porfobilinogénio
(PBG), na presenca da enzima ALA dehidratase (ALAd), e quatro moléculas de PBG
formam uroporfirinogénio III.  Consecutivamente, este ¢ convertido em
coproporfirinogénio III e exposto a enzima coproporfirinogénio oxidase III para produzir
protoporfirinogénio IX. Este Ultimo ¢ convertido finalmente em PpIX, pela acdo da
protoporfirinogénio oxidase (Figura 11). Quando o ALA ¢ administrado em excesso,
ocorre um acumulo rdpido de PpIX que induz sua difusdo a varias organelas

intracelulares, alvos da TFD (DOUGHERTY; MARCUS, 1992).
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Figura 11: Metabolismo do grupo heme. O ALA ¢ sintetizado a partir da glicina e succinil-CoA. Apds ser

metabolizado por diferentes enzimas ¢ convertido em protoporfirina IX. Fonte: autoria propria.
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A PpIX apresenta 5 bandas de absorg¢ao, apesar da regido do 630 nm ndo ser a mais

eficiente, esta ¢ banda mais usada para aplicagdes em Dermatologia, uma vez que se
encontra dentro da janela Optica bioldgica (600 a 800 nm) (Figura 12), faixa espectral
onde substancias como a melanina, hemoglobina ¢ a 4gua possuem mais baixa absor¢ao,

levando a uma consideravel penetracao no tecido bioldgico (AGOSTINIS et al., 2011a).

Figura 12: janela optica biologica, faxa espectral entre 600 a 800 nm modificado de(BAGNATO V. S., 2015)
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Apobs o FS absorver a luz, este participa de dois tipos de reagdes que levardo

finalmente a morte celular por apoptose, necrose ou autofagia celular (AGOSTINIS et al.,
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2011b). Estas vias de morte celular dependen do FS e de sua localizacao dentro da célula
(REINERS et al., 2010). A necrose caracterizada por vacualizagdo, inchaco e degradagao
da membrana participa na morte celular induzida por TFD (REINERS et al., 2010). A
autofagia e apoptose compreendem mecanismos de morte celular mais organizados, sendo
a apoptose a maior via de morte quando usada esta técnica (REINERS et al.,
2010)(ANDRZEJAK; PRICE; KESSEL, 2011)(KESSEL, 2006)(AGARWAL et al.,
1991).

O FS ativado passa de um estado de repouso a um estado de ativacdo denominado
tripleto e, nesse estado, pode participar da reag¢ao tipo I ou II. Na reacdo tipo I, as
moléculas interagem com substratos bioldgicos (fosfolipidios, colesterol, proteinas, entre
outros) para gerar finalmente radicais altamente reativos como peroxido de hidrogénio
(H20y), radical superdxido (O,¢) e radical hidroxila (OH¢) (DOUGHERTY; MARCUS,
1992) (ANDRADE et al., 2013b).

A reagdo tipica da TFD ¢ a tipo II, na qual existe transferéncia de energia para o
oxigénio celular resultando numa forma altamente reativa de oxigénio denominado
oxigénio singleto. Este ultimo interage com organelas intracelulares vitais para o
funcionamento celular como mitocondria, reticulo endoplasmatico, membrana plasmatica
que quando lesionadas leva a morte celular (Figura 13) (DOUGHERTY et al., 1998)
(ANDRADE et al., 2013b) (REINERS et al., 2010).
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Figura 13: Diagrama de Jablonski modificado.
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O FS apo6s absorver um féton passa do estado fundamental ao estado excitado,
podendo participar de dois tipos de reagdes. Na reacdo tipo I o FS em seu estado excitado
participa em reagdes de transferéncia de elétrons gerando radicais ou ions radicais. Na
reacgao tipo II ¢ formado oxigeno singleto (102) através da transferéncia de energia entre o

FS excitado e o oxigénio molecular (302).
1.2.3 Usos da TFD na Dermatologia

O primeiro uso na area da Dermatologia da TFD foi para tratamento de cancer de
pele, porém, esta técnica tem sido usada também para aplicagdes ndo oncologicas tais
como acne, micose superficiais, fotorejuvenicimento entre outros (KIM; JUNG; PARK,

2015)(DA SILVA et al., 2015)(BARBARIC et al., 2017)(MEGNA et al., 2017).

Diferentes protocolos tém sido aplicados para o tratamento de CBC usando TFD
topica. Em 2001, foi publicado um estudo conduzido por Soler e colaboradores, no qual
foram tratadas lesdes do tipo nodular CBCn e CBCs entre outras lesdes. A medicagao
usada para este estudo foi MAL creme, o tempo entre a aplicacdo do creme e irradiagdo
variou de 3 a 24h e a dose total aplicada foi de 64J/ cm* para CBCs e 78J/cm? para CBCh.
Das lesdes tratadas, 93% receberam uma tnica sessdo € as lesdes restantes duas ou trés,

segundo o tipo histoldgico. Das 310 lesdes que responderam ao tratamento, durante o
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periodo de seguimento (35 meses), foi observada uma recorrénciade 11% (33 lesoes), das
quais 29 (87.8%) foram tratadas com uma sessdo. A partir desses resultados, os autores
hipotetizaram que sessdes repetidas poderiam trazer melhores resultados, especialmente

para tratamento de CBC (SOLER et al., 2001).

Em 2007, foi publicado um consenso internacional do uso da TFD para tratamento
de CPNM. O documento foi elaborado com base na literatura cientifica publicada até o
momento da revisdo. O grau de recomendagdo para o tratamento de CBCs e CBCn (lesdes
at¢ 2 mm de profundidade) foi Al (forte recomendacdo) e para lesdes de CEC foi de C2
(minimas evidéncias a favor) (BRAATHEN et al., 2007).

Um grupo noruegués de TFD, em 2010, publicou as diretrizes para o uso pratico
da TFD, propondo o protocolo convencional que consiste na aplicacdo da técnica para
lesdes do tipo Queratose Actinica (QA), Doenga de Bowem (DB), CBCs e CBCn, usando
MAL creme, com trés horas de espera entre a aplicagdo do creme ¢ a irradiacdo e duas
sessoes com um intervalo de tempo entre cada de 7 a 15 dias (CHRISTENSEN et al.,
2010).

Diferentes publicagdes tem mostrado resposta completa entre 73-100% quando
tratadas lesdoes de CBC com TFD em 2 sessoes (BAGNATO et al., 2005), (SOLER et al.,
2001), (HORN et al., 2003), (VINCIULLO et al., 2005), (FOLEY et al., 2009)
(BLANCO, 2016).

Nosso grupo de pesquisa, em 2014, publicou os resultados preliminares do projeto
multicéntrico, cujo protocolo consistia na aplicagdo de duas sessdes de TFD, com
intervalo de sete (7) dias entre cada. A porcentagem de resposta completa (RC) foi de
76.5%. Foi observado melhor resposta em CBCs e em centros terapéuticos que possuiam

experiéncia previa na técnica (RAMIREZ et al., 2014).

Buzza et. al., publicou em 2015, os resultados preliminares da segunda fase de
implementagao do projeto, onde centros de varios paises da América Latina participaram.
Os autores observaram um comportamento semelhante quanto a RC das lesdes tratadas,
em comparacdo com os dados coletados no Brasil. A taxa de cura encontrada foi de 75%,
resultado associado, principalmente, a inexperiéncia na técnica no comeco da participacao

no projeto (BUZZA et al., 2015).

Um fator importante relacionado a taxa de resposta no tratamento de CBC com

TFD ¢ o tamanho da lesdo, observando-se melhores resultados em lesdes menores que 20-
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30 mm diametro. Em 2003, foi realizado um estudo multicéntrico, com o objetivo de tratar
lesdes de CBC consideradas como de dificil tratamento. A TFD foi realizada com MAL
16%, usando 2 sessdes separadas por 7 dias. O tempo de espera ap0s a aplicagdo do creme
foi de 3h e uma dose total de 75 J/em® foi aplicada. Apds 3 meses de tratamento, foi
observado uma cura de 92% para CBCs e de 87% para CBCn. Uma maior porcentagem de
recorréncia aos 24 meses do tratamento foi observado em lesdes com diametros >30mm
quando comparado com lesdes de tamanho 16-30mm e <I15mm (33%, 16% e 4%

respectivamente) (HORN et al., 2003).

Outro fator que apresenta impacto na resposta positiva a terapia esta associado a
experiéncia do profissional. Ramirez et.al., 2014, apresentou os resultados preliminares do
estudo, no qual, foram avaliados 294 pacientes com 366 lesdes tratadas com o protocolo
proposto pelo grupo coordenador do estudo. Esse protocolo consistiu na aplicacdo da
técnica em CBCs, CBCn ¢ CBC pigmentado (CBCp) com diametro menor que 20mm.
Ap6s delimitagdo da lesdo, foi realizada a aplicagdo do MAL 20% durante 3 horas sob
oclusdo. Em seguida, a lesdo foi irradiada com uma dose de luz de 150J/cm2, uma
intensidade de 125mW/cm® e um tempo de 20 minutos, no comprimento de onda de 635
nm. A segunda sessdo, na qual, foi repetido o procedimento realizou-se com 7 dias de
intervalo. Uma RC foi observada em 80.4% das lesdes de CBCs, 74.1% para CBCn e 50%
para CBCp. Fatores tais como inexperiéncia do centro participante, uso da técnica em
lesdes maiores de 2mm e aplicagdo em lesdes CBCp respondem pelas porcentagens de

resposta parciais ao protocolo (RAMIREZ et al., 2014).

Estes resultados foram também observados em outro estudo clinico realizado em
lesdes de CBC também classificadas como de dificil tratamento, definidas assim, pela
presenga de caracteristicas tais como tamanho, localiza¢do na regido H da face e presenca
de fatores para complicagdes cirtrgicas. Apds 24 meses de acompanhamento a RC foi,
para as lesdes entre 3-10mm, 11-20mm e 20-62mm, de 84%, 80% e 70% respectivamente

(VINCIULLO et al., 2005).

A produgdo de PpIX avaliada através de imagem de fluorescéncia de campo amplo
foi realizada por Blanco e colaboradores. Neste estudo foram coletadas imagens em 2
momentos de cada sessdo (com intervalo de 7 dias entre cada) de TFD: antes da
iluminacao (ap6s de trés horas da aplicacdo do medicamento MAL ou ALA) e depois da
iluminagdo. Foi observado nas 8 lesdes avaliadas uma maior produg¢do da PpIX na

segunda sessdo de tratamento quando comparada com a primeira. Mostrou-se que
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localizagdo da lesdo e producdo da PpIX também estdo relacionados com o resposta ao

tratamento (BLANCO et al., 2015).

Em quanto a custos das terapias topicas, uma estimativa de gastos foi realizada na
Espanha, na qual foi comparado o custo de tratamento do CBC e da doenca de Bowen
usando terapia topica com TFD com MAL e Imiquimod comparado com cirurgia. A
conclusao do estudo demonstrou que as terapias topicas custavam em média a metade do

valor da cirurgia convencional (AGUILAR et al., 2010).

No Brasil, em 2011, foi publicado um estudo, em que, se realizou um
levantamento das informacdes referentes ao custo do tratamento por lesio de CPNM, no
servico publico. Este estudo mostrou uma média de R$ 1.172,00 por lesdo, usando
preferencialmente cirurgia como opg¢ao terapéutica. O valor do tratamento para o cancer
de pele do tipo melanoma esta entre R$ 13.062,00 + 16.848,00 por lesdo. Entretanto,
devido a elevada incidéncia do CBC/CEC, o custo total do CPNM se torna superior ao

gasto para o tratamento do melanoma (PAULO; PAULO, 2011).

No Brasil, devido a grande heterogeneidade cultural, demografica, socioecondmica
e politica interferem e limita a qualidade da assisténcia prestada, das informagdes
fornecidas, a capacidade diagnostica e o acesso a tecnologia de ponta em alguns regides
menos favorecidas. Neste sentido, uma iniciativa brasileira, coordenada pelo Instituto de
Fisica de Sao Carlos (IFSC) da Universidade de Sdo Paulo (USP), com financiamento do
Banco Nacional de Desenvolvimento (BNDES) e outras instituicdes de fomento a
pesquisa, planejaram e desenvolveram um estudo clinico multicéntrico de abrangéncia
nacional, na sua primeira etapa, e internacional na segunda fase. Para todos os
participantes foi disponibilizado o medicamento MAL (PDTPharma, Cravinhos, Brasil), o
equipamento (LINCE - Light-in-Cell, MMOptics®, Sdo Carlos-Brasil) e um treinamento
constituido por uma parte tedrica e pratica, com o intuito de facilitar a aplicacdo da técnica
da TFD em diferentes regides do pais seguindo um mesmo protocolo clinico (BLANCO,

2016).

Um dos grandes limitantes da TFD ¢ a sensacdo de dor experimentada pelo
paciente durante e depois da aplicagdo da técnica. Na literatura encontramos relatos das
principais reagdes adversas a TFD, sendo que dor, alteragdes na cicatrizacdo e mudancas

na pigmentacdo sao as mais frequentes.
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A dor durante e depois do tratamento ¢ uns dos maiores limitantes da técnica. Esta
sensagdo, que ¢ subjetiva, tem sido amplamente estudada na TFD. Fatores como
intensidade de irradiacdo (maior de 150mW/cm2), localizacdo (face), tamanho e
quantidade das lesdes, prévias aplicagdes do procedimento, etnia, género e idade estdo
associados com maior percep¢do de dor (GHOLAM et al.,, 2009)(VIRGILI et al.,
2010)(IBBOTSON, 2011).

Blanco et al., 2016, no estudo realizado em 728 pacientes e 866 lesdes observou
que a intensidade da dor depende da regido anatdmica, tempo de iluminag¢do e nimero de
sessoes durante a TFD. A severidade da sensacdo ¢ maior na segunda sessdo do
tratamento, diminuindo apds 10 minutos de iluminagdo. Por outro lado, lesdes localizadas
em membros superiores e tronco sdo menos dolorosas ao tratamento (BLANCO et al.,

2017a) quando comparadas com lesdes localizadas em face

A maior intensidade da dor, na segunda sessdo, pode estar relacionada a
fragilidade do tecido e maior sensibilidade do mesmo, produto do processo inflamatorio
gerado na primeira sessdo (LINDEBURG; BROGAARD; JEMEC, 2007)(BLANCO et al.,
2017a).

1.3 Terapia Fotodinimica Fracionada

A TFD Fracionada (TFDf) ¢ uma modifica¢do da técnica convencional, na qual ¢
aplicada a dose total de luz, em etapas separadas por um intervalo de tempo (tempo de

escuro).

Virias hipotese foram geradas com o intuito de explicar o principio do
fracionamento da dose de luz: reoxigenacdo dos tecidos irradiados no periodo de escuro
(VAN DER VEEN et al., 1999); redistribucao e acumulagdo da PpIX em estruturas
vasculares entre outros levando a maior vulnerabilidade das células submetidas a uma

primeira irradiacdo para a segunda (DE HAAS et al., 2006a)(STAR et al., 2006b).

O conceito de TFDf iniciou com Van der veen ¢ colaboradores, na década de
noventa, que aplicaram em modelo animal a TFD usando duas iluminagdes por um
periodo de escuro de 6h para uma mesma lesdao. Eles observaram macroscopicamente 2 a
4 vezes maior dano na pele tratada com TFDf quando comparada ao protocolo de

iluminacdo unica (VAN DER VEEN et al., 1999).
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Robison et. al., 2000, observou que no periodo de escuro ocorre produgdo de PpIX
consumida posteriormente, na segunda iluminacao, levando a um maior dano da pele dos

camundongos quando comparada a iluminagdo unica (ROBINSON et al., 2000).

Estudos em culturas de células (queratindcitos) mostrou que a morte celular foi
maior com a TFDf do que com irradiagdo unica (DE BRUIJN et al., 2013). Em estudo
realizado em modelo animal, o mesmo grupo de pesquisadores reportou maior dano
cutdneo e diminui¢do do CD114 e VE caderina, componente de integralidade vascular,
apos aplicagdo da TFDf (usando BF 200 ALA) quando comparada com TFD com
iluminacao unica (BRUIJN et al., 2012).

Em 2006, foi publicado o primeiro estudo clinico usando TFDf, em 15 pacientes,
usando ALA solucdo, em 86 lesdes de CBCs. Depois da aplicacdo da medicagdo, foram
realizadas duas iluminagdes com uma dose 45J/cm*cada e um tempo de escuro de 2 horas.
O seguimento clinico, ap6s 32 meses, constatou uma RC em 86% das lesdes tratadas , e

apos 58 meses a resposta completa foi de 84% (STAR et al., 2006a).

Dois protocolos de aplicagdo foram comparados por Haas e colaboradores. O
grupo da TFD com iluminagio unica (75J/cm?®) e TFDf com duas iluminagdes de 20 + 80
J/em® e com um tempo de escuro de 2 horas. As lesdes tratadas foram do tipo CBCs, 243
lesdes tratadas com uma unica iluminagdo e 262 com TFDf. Apds 12 meses de tratamento,
observou-se RC de 97% das lesdes tratadas com TFDf e 89% das tratadas em uma Unica

irradiacao (DE HAAS et al., 2006a).

Roozeboom e colaboradores realizaram um estudo comparando a TFDf com a
cirurgia em lesdes do tipo CBCn. Neste estudo, creme contendo ALA foi aplicado
topicamente ¢ a dose de luz total entregue foi de 150J/cm?; esta dose de luz foi dividida
em duas irradiagdes com um tempo de escuro de 1h. Apds o seguimento por 5 anos, no
grupo da TFDf foi observada uma RC de 65% nos tumores >1,7mm de espessura ¢ 94%
para lesdes <0,7mm. A recidiva total no grupo TFDf foi de 30.7% e de 2.3% para o grupo
da cirurgia (ROOZEBOOM et al., 2013).

As lesdes pré-malignas do tipo QA, também foram avaliadas com este protocolo
de tratamento. Sotiriu et. al., 2011, comparou o protocolo de irradiacdo unica (75J/cm?)
com irradiagio fracionada (20 J/em® + 80J/cm?), um tempo de escuro de 2 horas e
aplicagdo de ALA durante 3horas antes da irradiacdo. Neste estudo, participaram 33

pacientes com 233 lesdes. Trés meses depois do tratamento, foi observada RC em 89.05%
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do grupo iluminacao unica e em 96.12% do grupo TFDf. No seguimento por 12 meses, as

porcentagens cairam para 85.4 e 93.79% respectivamente (SOTIRIOU et al., 2012).

ATFDf apresenta taxas de cura semelhantes a TFD convencional, oferecendo a
vantagem adicional,em nosso contexto, de maior facilidade com relacdo ao transporte e a
comodidade de ter a lesdo tratada de maneira ambulatorial no mesmo dia em que recebe o

diagnostico.

Considerando a maior sensagao dolorosa associada a segunda sessao de TFD, além
da dificuldade logistica que muitos pacientes enfrentam por terem que se deslocar de seu
municipio de origem para outra localidade que ofereca o tratamento, e acrescentando a
esses fatores, o custo mais alto da técnica quando esta ¢ realizada em duas sessoes
(separadas por intervalo de 7 dias), o desenvolvimento de um protocolo clinico que seja
igualmente eficiente, porém aplicado em um unico dia, pode aumentar a adesdo dos
pacientes a técnica. Com base na literatura ¢ na experiéncia prévia de nosso grupo de
pesquisa, este trabalho propde um novo protocolo de aplicacdo de TFD com o intuito de
concentrar a aplicacdo da técnica em um unico dia, realizando as duas sessdes de TFD

separadas por um intervalo curto de tempo de escuro.



42

2 Objetivos

Propor, aplicar e analisar protocolos usando o fracionamento da luz com o intuito de otimizar
o tempo de aplicagdo da TFDc, mantendo as porcentagens de resposta completa ou superando

as mesmas.

Avaliar a porcentagem de resposta completa, apds 30 dias do tratamento dos protocolos

propostos.
Analisar a resposta ao tratamento segundo, localizagao e subtipo histologico da lesdo.

Avaliar a dor percebida pelo paciente durante a aplicagdao da TFDf.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Pacientes

Fizeram parte do estudo 141 pacientes com 220 lesdes, do ambulatério de Pele e
tecidos moles, do Hospital Fundagdo Amaral Carvalho, localizado na cidade de Jau, Sao
Paulo. Do total, 74 (52%) pacientes foram do sexo feminino e 67 (48%) do sexo

masculino. As idades variam entre 28-92 anos, com média de 67,7 anos.

Apos triagem dos pacientes, realizada de acordo com os critérios de inclusdo deste

protocolo clinico, os mesmos foram cadastrados e convidados a participar deste estudo.

O estudo foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Amaral Carvalho nimero
de parecer: No. 1.507.028 sendo que todos os participantes assinaram um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

e C(ritérios de inclusao
v Pacientes de ambos sexos;
v" Maiores de 18 anos;

v" Com lesdes malignas do tipo CBC subtipo superficial e nodular (segundo a
Classificacdo Internacional de Doencas CID 10, codigo D04.9) com

diametro maximo de 2 (dois) centimetros;

v Pacientes com lesdes multiplas também foram tratados, desde que cada

lesdo se enquadre nas caracteristicas descritas no item anterior.

e Critérios de exclusdo
v" Pacientes com alergia a qualquer um dos excipientes presente na férmula;

v' Pacientes com carcinoma basocelularinfiltrativo subtipo histologico micro-
infiltrativo, esclerodermiforme e plano-cicatricial, terebrante, assim como

carcinoma espinocelular ou epidermdide e melanoma;
v" Pacientes com porfiria;

v" Menores de 18 anos;
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v" Mulheres gravidas e lactantes.

v Doengas fotossensiveis, por exemplo, lapus.
3.1.2 Equipamento

O equipamento usado nesta pesquisa foi um sistema de iluminagdo a base de
diodos emissores de luz (LEDs), disponivel no mercado como LINCE®, (MMOptics,
Brasil). Este equipamento possui duas ponteiras. A primeira usada para visualizar a
fluorescéncia que emite num comprimento de onda de 400+10nm e potencia maxima de
saida de 50 + 10 mW/ cm?® A outra ponteira usada para iluminagio da lesdo, possue 5
LEDs e sua potencia pode ser ajustada entre 50 e 150 J/cm® Esta ponteira emite num

comprimento de onda de 630+10nm (Figura 14).

Figura 14: Equipamento LINCE® . A ponteira da esquerda emite luz num comprimento de onda de 630+10nm. A

ponteira da direita emite luz num comprimento de onda de 400+10nm

3.1.3 Medicamento

O farmaco utilizado foi MAL creme, na concentracdo de 20% (200 mg/g)
produzido pela PDT- Pharma, Cravinhos, SP, Brasil.



45

3.2 METODOS

3.2.1 Registro Fotografico

Apds a inclusdo do paciente, as lesdes forma submetidas a registro fotografico com
luz convencional com o intuito de assinalar a localizagdo e tamanho para posterior

acompanhamento.

Também foi realizado um registro fotografico usando um visor de fluorescéncia
(LINCE®, MMOptics, Brasil) que emite luz no comprimento de onda 400+10nm com o
intuito de visualizar a producao da PpIX e o consumo da mesma apos a irradiagdo nas

duas etapas do protocolo.
3.2.2 Protocolo de tratamento

Todos las lesdes que fizeram parte deste estudo foram submetidas a 2 etapas do
tratamento. Os parametros ¢ procedimentos realizados na primeira etapa foram identicos

para todos os grupos.

e Primeira etapa

Antes do procedimento, ¢ realizado um preparo da lesdo que consiste em limpeza
com solucdo alcodlica de clorexidine 0,5% e uma curetagem. O produto desta curetagem

foi coletado e encaminhado para estudo histopatoldgico realizado na mesma instituicao.

Imediatamente apods, foi aplicada uma camada espessa do creme contendo MAL
20% e a lesdo foi coberta com papel filme de PVC e papel aluminio para evitar a
fotoativagao (Figura 15).

Apos um periodo de trés horas sob oclusdo, ¢ retirado o excesso de creme usando

uma gaze embebida em solucdo salina 0,9%.

Uma avaliagdo e um registro fotografico da fluorescéncia da PpIX foi realizado.
Posteriormente, as lesdes foram iluminadas com uma dose de 150 J/cm?® uma intensidade

de 125mW/cm2 e um tempo de 20 minutos.
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Figura 15: Aplica¢do do protocolo de TFDf; A) aplicagdo do creme MAL 20% apds o preparo da lesdo; B - C)

posicionamento do curativo para evitar a exposi¢do solar do creme MAL 20%; D) Iluminagdo da lesdo com uma

dose de 150 J/cm2, uma intensidade de 125mW/cm2 e um tempo de 20 minutos.

-

e Segunda etapa

Os parametros e procedimentos realizados na segunda etapa variaram segundo o
protocolo aplicado no grupo como descrito na (Tabela 1). Os trés parametros modificados
reaplicacdo do creme, tempo de escuro e dose de irradiagdo sdo aqueles que apresentam
influenga na resposta a TFD. O primeiro, necessario para aportar em quantidades
suficientes o FS as células, o segundo ¢ importante para lograr o efetivo transporte e
incorporagao do FS na célula e o terceiro relacionado diretamento com penetracdo da luz e

volume de morte turmoral.
Os procedimentos feitos em cada protocolo sdo descritos a seguir:

v Protocolo de aplicagdo grupo 1 (G1): apds a primeira irradia¢do, o tempo
de escuro foi de 30 minutos, ndo houve reaplicacdo do creme MAL 20%.
Quando terminado esse tempo foi realizada uma iluminacdo com um

intensidade de 125mW/cm?, com uma total de 100 J/cm?. (Figura 16)
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Figura 16: Evolugdo no tempo do protocolo aplicado ao grupo 1 (G1). Primeira etapa: preparo da lesdo que consta
de limpeza, curetagem, coleta de fotos, aplicagdo do creme MAL 20%, tempo de incubag@o de 3h e verificagdo da

PplX, irradiagdo com uma dose de 150 J/cm.

Protocolo clinico Grupo 1

Preparo da Tempo de Verificagdo Verificagao

lesdo incubagédo do daPplX e 150ch7e 5 dTempo logc;;e , daPplXe

fotos creme MAL fotos l o Sy i fotos

20 min 3 horas | 10min| 20min | 30min [14min |5 min I
! o
Sem |
reaplicagdo
de MAL

Inicio da Inicio da Finalda Avaliagao
Etapal Etapa 2 Etapa 2 30d

v" Protocolo de aplicagdo grupo 2 (G2): Imediatamente apds a primeira
irradiacdo, foi realizada uma reaplicagcdo de creme MAL 20%. O tempo de
escuro neste protocolo foi de 60 minutos, terminado este tempo foi feita a
iluminag¢io com uma intensidade de 125mW/cm? e com uma dose de 100

J/em’. (Figura 17)

Figura 17: Evolug@o no tempo do protocolo aplicado ao grupo 2 (G2). Primeira etapa: preparo da lesdo que consta
de limpeza, curetagem, coleta de fotos, aplicacdo do creme MAL 20%, tempo de incubagao de 3h e verificagdo da
PpIX, irradiacdo com uma dose de 150 J/cm; Segunda etapa: inicia imediatamente termina a primeira irradiagéo,

com reaplicagio de creme MAL 20%, tempo de escuro de 60 minutos e irradiagdo com uma dose de 100 J/em?.

Protocolo clinico Grupo 2

Preparoda Tempo de Verificagdo Verificagdo
lesdo incubag¢do do daPplX e 1523;;1 d:ee:‘cpuoro 1 Ogcl,;:m’ daPplXe
fotos creme MAL fotos l | fotos
20 min 3horas | 10min| 20min | 60min [14 min |5 min
T T >
reaplicacdo
de MAL
Inicio da Inicio da Finalda Avaliagao

Etapa 1l Etapa 2 Etapa 2 30d
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v' Protocolo de aplicagdo grupo 3 (G3): Imediatamente apds a primeira
irradiacdo, foi realizada uma reaplicacdo de creme MAL 20%. O tempo de
escuro neste protocolo foi de 90 minutos, terminado este tempo foi feita a
iluminagio com uma intensidade de 125mW/cm? e com uma dose de 100

2 . .
J/em”. (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.)

Figura 18: Evolugdo no tempo do protocolo aplicado ao grupo 3 (G3). Primeira etapa: preparo da lesdo que consta
de limpeza, curetagem, coleta de fotos, aplicagdo do creme MAL 20%, tempo de incubacdo de 3h e verificagdo da
PpIX, irradiacdo com uma dose de 150J/cm2; Segunda etapa: inicia imediatamente apds terminada a primeira
irradiagdo, com reaplicagdo de creme MAL 20%, tempo de escuro de 90 minutos e irradiagdo com uma dose de

100J/cm?.
Protocolo clinico Grupo 3

Preparoda Tempo de Verificagdo Verificagdo
lesdo incubagdo do daPpiX e 152:7 3 dTempo 100D:;e , daPplXe
fotos creme MAL fotos I b Seseure o fotos
20 min 3 horas | 10 min| 20 min | 90 min |14 min |5 min
T T >
reaplicagao
de MAL
Inicio da Inicio da Final da Avaliagdo
Etapal Etapa 2 Etapa 2 30d

v" Protocolo de aplicagdo grupo 4 (G4): Imediatamente apos a primeira
irradiacdo, foi realizada uma reaplicacdo de creme MAL 20%. O tempo de
escuro neste protocolo foi de 90 minutos, terminado este tempo foi feita a
iluminagdo com uma intensidade de 125mW/cm? e com uma dose de 150

J/em®. (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.)
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Figura 19: Evolucéo no tempo do protocolo aplicado ao grupo 4 (G4). Primeira etapa: preparo da lesdo que consta
de limpeza, curetagem, coleta de fotos, aplicagdo do creme MAL 20%, tempo de incubacdo de 3h e verificacdo da
PplIX, irradiagdo com uma dose de 150J/cm; Segunda etapa: inicia imediatamente termina a primeira irradiagfo,

com reaplicagio de creme MAL 20%, tempo de escuro de 90 minutos ¢ irradiagio com uma dose de 150J/cm?.

Protocolo clinico Grupo 4

Preparo da Tempo de Verificagdo Verificagdo
lesso incubagdo do daPplX e 152?7:”‘1 d:eer:cpuc:‘o 1537;:“1 daPplX e
fotos creme MAL fotos fotos
20 min 3 horas | 10 min| 20 min | 90 min |20 min |5 min
: =
reaplicagdo
de MAL
Inicio da Inicio da Finalda Avaliagdo
Etapa l Etapa 2 Etapa 2 30d

v" Grupo controle (GC): A segunda etapa foi realizada com os mesmos
parametros que a primeira etapa. O tempo de interavalo entre as etapas foi

de 7 dias. (;Error! No se encuentra el origen de la referencia.).

Figura 20: Evolug@o no tempo do protocolo de Terapia Fotodindmica convencional (TFDc). Primeira etapa:
preparo da lesdo que consta de limpeza, curetagem, coleta de fotos, aplicagdo do creme MAL 20%, tempo de
incubagdo de 3h e verificagdo da PplX, irradiagio com uma dose de 150J/cm?; Terminada esta sessdo um intervalo

de 7 dias; Segunda etapa: sdo repetidos os mesmos procedimentos que na primeira sessao.

Protocolo clinico TFD convencional

Preparo da Tempo de Verificagdo Preparo da Tempo de Verificagdo Verificagdo
P 2 - Dose P k i Dose

lesdo incubagdo do daPplX e 5 lesdo incubagdodo daPplX e , daPpiXe

150 J/cm: 150 J/cme
fotos creme MAL fotos fotos I creme MAL fotos fotos
[20 min| 3 horas | 10 min |20 min | | 20 min | 3 horas | 10 min IZO m|n| 5 m|r1 I
| ) | ‘ >
1as

i Final da Inicio da Final fEm
nicio da Etapa 1 Etapa2 as valiagdo
Etapal 30d

Etapa 2
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Tabela 1: Parametros aplicados nos diferentes grupos de TFDf

Grupo/ G1 G2 G3 G4
Parametro
Reaplicagdo de Nao Sim Sim Sim
creme
Tempo escuro 30 minutos 60 minutos 60 minutos 90 minutos
Dose de 100J/cm? 100J/em? 100J/cm? 150J/cm?
irradiacao

3.2.3 Avaliacao da Dor

Durante o tratamento, todos os pacientes foram questionados para avaliarem a
intensidade da dor, através de uma escala andloga, considerando-se 0 como auséncia de
dor ¢ 10 como dor mais severa. E, esta avaliagdo foi feita de 3 em 3 minutos realizando
registro da informa¢ao. O método de avaliacdo foi baseado na media da de dor referida

pelos participantes. (BLANCO et al., 2017a).

3.2.4 Avaliacao 30 dias apés o tratamento

Uma avaliagdo clinica e histopatologica foi realizada 30 dias ap6s o tratamento. Se
considerou resposta completa (RC), auséncia completa da lesdo, na avalia¢do clinica e
histopatologica e resposta parcial (RP), presencia da lesdo, na avaliacdo clinica ou

histopatologica.

Nesta consulta era avaliada a presenga ou auséncia da lesdo. Se ausente
clinicamente, se realizava uma biopsia com punch 2 ou 3 mm na localizagdo da lesdao
prévia.

Se clinicamente a lesdo era evidente se encaminhava para exérese cirirgica.

Os resultados clinicos foram analisados através da frequéncia relativa onde o

percentual foi sempre calculado para o total de sujeitos (RAMIREZ et al., 2014).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A TFD para o tratamento do CBC ndo infiltrativo ¢ atualmente realizada com a
aplicacdo da terapia em duas sessdes com um intervalo de 7 dias. O creme de MAL a 16-
20% ¢ aplicado sobre a lesdo e incubado por 3 horas. Ao final desse periodo, a lesdo e os
tecidos adjacentes sdo irradiados entregando uma dose de energia de 80 a 150 J/cm?

(CHRISTENSEN et al., 2010)"

Os resultados reportados na literatura e aqueles obtidos por nosso grupo quando
usada a TFDc atingem taxas de RC ao redor de 90% (SOLER et al., 2001), (VINCIULLO
et al., 2005), (FOLEY et al., 2009), (RAMIREZ et al., 2014), (SALVIO et al., 2016b),
(SALVIO et al., 2016a), (SALVIO et al., 2016c), (BLANCO et al., 2017a).

As taxas de RC sdo bastante satisfatorias, ainda um pouco inferiores ao da
ressec¢do cirargica (95%) (MARZUKA; BOOK, 2015), mas apresentando melhor
resposta cosmética, assim como a nao necessidade de infraestrutura complexa e pessoal
especializado. No entanto, o ideal ¢ a TFD apresentar resposta similar ou superior ao

tratamento cirirgico, terapéutica padrdo para o cancer de pele ndo melanoma.

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo principal avaliar a resposta de
4 protocolos distintos de TFDf, buscando um aumento da taxa da RC quando comparado
com o grupo controle ou de TFDc. Além disso, os protocolos propostos foram planejados
para serem aplicados em uma Unica sessdo clinica, uma modificacdo relevante na

aplicacao.

O protocolo convencional (CHRISTENSEN et al., 2010) ¢ realizado em duas
sessoes clinicas, sendo uma desvantagem em comparagcdo a cirurgia, especialmente
quando se considera o esgotamento do sistema publico de saude, que resulta em longos
periodos de espera por agendamento de consultas e procedimentos. Outro fator importante
que contribui para a desisténcia ou descontinuidade do tratamento resulta dos grandes
deslocamentos que muitos pacientes se submetem para encontrar assisténcia médica em

centros especializados.

Os quatro protocolos propostos no presente estudo constaram de duas etapas, os
procedimentos realizados na primeira etapa foram os mesmos para todos os grupos e na
segunda etapa os parametros reaplicagdo do creme, tempo de escuro, e dose de irradiagao

foram modificados.
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Esses trés parametros sao aqueles que podem ser clinicamente modificados e que
apresentam influéncia na resposta fotodinamica. A aplicacdo do creme estd relacionada
com o continuo suprimento de MAL durante todo o periodo de incubagdo, assim, as
células tumorais estdo constantemente incorporando ALA (JUZENIENE et al.,

2002)(LOPEZ et al., 2004).

O tempo de escuro, ou tempo de incubagao, ¢ necessario para que efetivamente o
MAL possa ser transportado pela epiderme e derme e que a produgdo de PpIX ocorra em
quantidades suficientes para o tratamento global do tumor (VAN DER VEEN et al.,
1996).

A dose de energia entregue tem efeito direto na resposta fotodindmica observada,
sendo principalmente em profundidade de penetracdao da luz e volume de morte tumoral

(WILSON; PATTERSON, 2008).

Neste estudo foram incluidos 164 pacientes com 258 lesdes de CBC procedentes

do Departamento de Pele e Tecidos Moles do Hospital Amaral Carvalho de Jau.

A idade média foi de 67,7 anos com predominio do sexo feminino 51% (84 lesoes)
sobre o masculino com 49% (80 lesdes) (Figura 21: Distribuicdo dos pacientes
participantes neste estudo por sexo. Do sexo feminino participaram 84 (51%) pacientes,

do sexo masculino 80 (49%).;Error! No se encuentra el origen de la referencia..

Figura 21: Distribuig@o dos pacientes participantes neste estudo por sexo. Do sexo feminino participaram 84 (51%)

pacientes, do sexo masculino 80 (49%).

Distribuicao das lesdes por sexo
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O subtipo de CBC mais frequentemente tratado neste estudo foi o nodular sendo
76% (195 lesdes) e menos frequente o CBC superficial com 24% (63 lesdes) (;Error! No

se encuentra el origen de la referencia.).

Figura 22: Distribuig¢o das lesdes segundo o subtipo clinico. Das 220 lesdes tratadas 195 (76%) foram do subtipo
nodular e 63 (24%) do subtipo superficial.

Distribuigao das les6es por suptipo

A localizagdo predominante das lesdes foi: cabeca e pescogo com 56% (146
lesdes), seguido pelo tronco com 25% (64 lesdes) e membros superior e inferior com 19%

(48 lesdes)(;Error! No se encuentra el origen de la referencia.).

Figura 23: Distribui¢go das ledes por localizagao. Cabeca e pescogo com 56% (146 lesdes), tronco 25% (64 lesoes),

membros superior ¢ inferior com 19% (48 lesoes).

Distribuicao das lesoes por
localizagao

Cabecae
Fescogo
56%

Membros
10%

No grupo 1, participaram 27 pacientes com 38 lesoes em idades entre 50-80 anos

(media 68,8), sendo 55,5% de sexo masculino (15 pacientes) e 44.5% de sexo feminino
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(12 pacientes). As lesodes tratadas classificadas como CBC do subtipo nodular foram 27
(71%) e do subtipo superficial 11 (29%). As lesdes localizadas em cabega e pescogo

foram 23 (60,6%), membros superiores 1 (2,6%) e tronco 14 (36,8%) lesdes.

O protocolo aplicado neste grupo constava de um tempo de escuro de 30 minutos,
sem reaplicagdo do creme e a dose de irradiacio na segunda etapa foi 100 J/cm® (Figura

16). Nesse protocolo, o tempo total de aplicacao da técnica foi de 4 h e 39 minutos.

Evolugdo no tempo do protocolo aplicado ao grupo 1 (Gl). Primeira etapa:
preparo da lesdo que consta de limpeza, curetagem, coleta de fotos, aplicagdo do creme
MAL 20%, tempo de incubagdo de 3h e verificagdo da PplIX, irradiagdo com uma dose de
150 J/em?; Segunda etapa: inicia imediatamente termina a primeira irradiacio neste
protocolo, ndo houve reaplicagdo de creme, tempo de escuro foi de 30 minutos, a

irradiagdo com uma dose de 100 J/cm®.

Observamos que o porcentual de RC avaliada com biopsia e analise
histolopatologico realizada 30 dias apos da aplicagdo do TFDf foi de 65,8%. Das 13
lesdes que apresentaram resposta parcial (RP), 9 lesdes foram do tipo nodular e 4 do tipo
superficial. Também observamos que 92,3% (12) das lesdes com RP estavam localizadas
na regido da cabeca e pescogo. Esse resultado mostrou que a técnica nessas condigdes, ndo

¢ eficiente e se torna inviavel.

Entre as possiveis explicagdes deste resultado estd o tempo de escuro curto para
atingir concentragdes de PpIX suficientes para o sucesso da técnica. Na pele, a produgdo e
acumulagdo de PpIX vai aumentando com o tempo como demostrado por alguns estudos
sendo detectavel através da fluorescéncia de campo aberto a partir de uma hora apos
aplicagdo do ALA (VAN DER VEEN et al., 1996), (IBBOTSON et al., 2006),
(ORENSTEIN; KOSTENICH; MALIK, 1997), (DE BRUIJN et al., 2006).

No trabalho publicado por Van der Veen, 1996, onde foi aplicado ALA creme, em
pele de rato, e avaliada através da fluorescéncia a producao de PpIX durante 24 horas. A
coleta da informagdo foi realizada de 2 em 2 horas e observado um rapido aumento da
PpIX no tempo até um pico de 10 horas, sendo posteriormente observada uma intensidade
da fluorescéncia menor (VAN DER VEEN et al., 1996). Ja em pele sadia de voluntarios,
Ibbostson e colaboradores observaram aparecimento da fluorescéncia da PpIX, ap6s uma

hora da aplicagdo do ALA (IBBOTSON et al., 2006).
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Outro estudo realizado em CBC, CEC e sarcoma de Kaposi onde foi avaliada a
producio de PpIX, apos TFD (Dose 170J/cm®) mostram o reaparecimento da
fluorescéncia da PpIX apos 1h da irradiagdo(ORENSTEIN; KOSTENICH; MALIK,
1997).

Brujim et.al, em 2006, publicaram os resultados de seu estudo em pele de rato
onde foi aplicada diferentes protocolos de TFDf. O tempo de escuro foi de 30 minutos, 1,
1.5 e 2 horas. Observaram um leve aumento da fluorescéncia da PpIX no protocolo de 30
minutos ndo estatisticamente significativo. Com tempos de 1, 1.5, 2.0 horas, o aumento da
fluorescéncia da PpIX foi significativamente maior ndo achando diferencia estatistica
quando avaliada a fluorescéncia entre os tempos (DE BRUIIN et al., 2006). Esses
resultados corroboram com os do presente estudo, demonstrando que o periodo de 30

minutos ndo ¢ suficiente para a producdo de PpIX em quantidades efetivas para a TFD.

Na Figura 24 observamos a fluorescéncia da PpIX (cor vermelha) na primeira
etapa do tratamento, antes da irradiacao e depois de um tempo de escuro de 30 minutos de
uma das lesdes tratadas nesta pesquisa. Observamos uma pobre produgdo da PpIX na
segunda etapa comparando com a primeira. E nas condi¢des especificas testadas,
acreditamos que o tempo de 30 minutos ¢ muito curto para a producdo de PpIX em
quantidades suficientes para a reacao fotodinamica, independente da reaplicagdo do creme

MAL 20% imediatamente terminada a iluminagdo da primeira etapa.

Figura 24: Lesdo tratada com o protocolo G1; A) Lesdo de carcinoma Basocelular (CBC); B) Fluorescéncia da
PpIX antes da irradiagdo na primeira etapa do tratamento; C) Fluorescéncia da PpIX antes da irradiagdo da segunda

etapa do tratamento (ap6s 30 minutos do tempo de escuro); D) consumo da PpXI ap6s a segunda iluminagao.
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Além do tempo de escuro, outro fator que contribui para a pequena producio de
PpIX no tumor apods a primeira etapa, ¢ uma quantidade insuficiente de ALA presente no
tumor. Desta maneira, para continuar o estudo decidimos aumentar o tempo de escuro e
realizar uma reaplicagdo do creme MAL 20% imediatamente terminada a primeira etapa

do protocolo, otimizando esses dois parametros.

Os parametros escolhidos para o grupo 2, foram a reaplicacdo do creme MAL
20%, um tempo de escuro de 60 minutos e uma dose de irradiagdo de 100 J/em? como
ilustrado na jError! No se encuentra el origen de la referencia.. Nesse protocolo, o

tempo total de aplicagdo da técnica foi de 5 h e 9 minutos.

Neste grupo foram tratados 25 pacientes com 34 lesdes em idades entre 43-81 anos
(media 64,6), sendo 40 % de sexo masculino (10 pacientes) e 60 % de sexo feminino (15
pacientes). As lesdes tratadas foram classificadas como CBC do subtipo nodular 52,9%
(18 lesoes) e do subtipo superficial 47,1% (16 lesdes). As lesdes localizadas em cabeca e

pescogo, membros superiores/inferiores e tronco foram de 22, 2 e 10, respectivamente.

Os resultados que obtivemos de RC avaliada com biopsia e histopatologia
realizada 30 dias apos da aplicagdo do TFDf foi de 67,6%. Das 11 lesdes que
apresentaram RP, 8 lesdes foram do tipo nodular ¢ 3 do tipo superficial. Também

observamos que 81,8% (9) dessas lesdes estavam localizadas na regido da cabeca e
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pescoco. Este resultado mesmo que superior ao do grupo 1 ¢ ainda pouco efetivo e preciso

melhor avaliado (Figura 25).

Ap6s a aplicagdo do creme ALA (substrato) existe uma série de processos que
envolvem vérias enzimas para a geracdo da PpIX (AGOSTINIS et al., 2011a). Neste
protocolo realizamos uma reaplicagdo do creme imediatamente apds a iluminagdo da
primeira etapa com o intuito de entregar continuamente substrato para induzir a formagao

enddgena de PpIX.

O resultado sugere que o tempo curto de incubacdo do creme (lh) seria
insuficiente para desencadear a essas reagdes enzimadticas, levando a uma producao
escassa e insuficiente da PpIX. Também consideramos importante o fato das células terem
passado por um importante choque como resultado da primeira etapa da técnica que
diminuiria sua capacidade de produ¢do da PpIX, de forma rapida, para atingir

concentragdes suficientes em tempos curtos.

Figura 25: Lesdo tratada com o protocolo G2; A) Lesdo de carcinoma Basocelular (CBC); B) Fluorescéncia da
PpIX antes da irradiagdo na primeira etapa do tratamento; C) Fluorescéncia da PpIX antes da irradiacdo da segunda

etapa do tratamento (apds 60 minutos do tem

Em seu estudo, Bruijn e colaboradores (2006) além de avaliarem a producdo de
PpIX nos diferentes tempos de escuro (mencionado previamente) avaliou clinicamente a

pele de rato, submetida a TFDf, em diferentes protocolos variando o tempo de escuro (0,5;
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I; 1,5; e 2 horas ) e comparou os resultados com um protocolo de TFD em iluminagao
unica. O resultado da avaliagdo clinica com parametros como eritema e formacao de
crosta, entre outros, evidenciou um maior dano da pele irradiada quando submetida a
TFDf com tempos de escuro prolongados, sendo que a terapia realizada em 2 horas, indica
que esse protocolo resultou em maior dano clinico (DE BRUIIN et al., 2006). Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados neste trabalho evidenciando que um maior

tempo de escuro pode favorecer uma melhor resposta ao tratamento.

Com o intuito de melhorar a eficiéncia da técnica propusemos testar um terceiro
protocolo aumentando para 90 minutos o tempo de escuro apds reaplicacdo do creme e
mantendo a dose de irradiacio da segunda etapa em 100J/cm?” como visualizado na
iError! No se encuentra el origen de la referencia.. Nesse protocolo, o tempo total de

aplicacdo da técnica foi de 5h e 39 min.

Neste terceiro grupo foram tratados 37 pacientes com 61 lesdes em idades entre
31-83 anos (media 61,2), sendo 37.9% de sexo masculino (14 pacientes) e 62.1 % de sexo
feminino (23 pacientes). As lesdes tratadas foram classificadas como CBC do subtipo
nodular (43 lesdes) e do subtipo superficial (17 lesdes). As lesdes localizadas em cabega e

pescoco foram 33 lesdes, em membros superiores 8 e em tronco 20 lesdes.

Ap6s 30 dias de tratamento foi observada uma RC de 82% das lesdes tratadas. Das
11 lesdes que apresentaram apenas RP, 8 lesdes foram do tipo nodular ¢ 3 do tipo
superficial. Também observamos que 72,7% (8) dessas lesdes estavam localizadas na

regido da cabeca e pescoco.

Comparando o grupo 2 com o grupo 3 observamos uma melhora da resposta ao
tratamento de 14,4%. Obtivemos este resultado mudando um unico pardmetro, o tempo de

escuro, que passou de 60 minutos a 90 minutos.
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O tempo de escuro ou periodo de escuro ¢ o tempo compreendido entre a
reaplicagdo do MAL 20%, que ocorre imediatamente ao final da primeira iluminacgao

(primeira etapa), e o inicio da segunda iluminacdo (segunda etapa) do tratamento (Figura

26).

Nesse tempo a reagao fotodinamica ¢ interrompida reduzindo assim o consumo de
oxigénio molecular, o que, associado ao retorno da microcirculagdo, incrementa os niveis

de oxigénio que serdo usados na segunda etapa do tratamento otimizando os efeitos da

TFD (CURNOW; HALLER; BOWN, 2000)(DE HAAS et al., 2006b).

Figura 26: Lesdo tratada com o protocolo G3; A) Lesdo de carcinoma Basocelular (CBC); B) Fluorescéncia da
PpIX antes da irradiag@o na primeira etapa do tratamento; C) Fluorescéncia da PpIX antes da irradiacdo da segunda

etapa do tratamento (ap6s 90 minutos do tempo de escuro); D) consumo da PpXI ap6s segunda iluminag@o.

Durante o tempo de escuro, outros mecanismos celulares estdo associados a
resposta das células a TFDf, tais como: redistribuicdo da PpIX e/ou mudang¢as moleculares

e de estruturas-alvo que podem incrementar a morte da célula por autofagia ou apoptose
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na segunda etapa do tratamento (BRUIJN et al., 2012)(DE BRUIJN et al., 2016). Como
mencionado anteriormente, tempos de escuro mais prolongados estdo relacionados com

maior producdo de PpIX e melhor resposta ao tratamento (DE BRUIJIN et al., 2006).

Nesse ponto da pesquisa observamos que o percentual da resposta ao tratamento
quando avaliada apds 30 dias, era comparavel com resultados de alguns estudos
publicados de TFD com protocolo convencional com duas sessdes espagadas de 7 dias
(VINCIULLO et al., 2005), (FOLEY et al., 2009), (RAMIREZ et al., 2014), (SALVIO et
al., 2016a). Porém, em nosso grupo, ja tinhamos alcangamos melhores taxas de cura com
o protocolo convencional e segundo a proposta inicial do trabalho decidimos aplicar um

protocolo diferente (SALVIO et al., 2017)(SALVIO et al., 2016b).

Para continuar a pesquisa decidimos modificar o protocolo. Tinhamos duas
opgdes, aumentar o tempo de escuro ou aumentar a dose de irradiagdo aplicada. A
primeira opgao violaria o principio de nossa proposta de otimizagao temporal na aplicagido

da TFD, por isso, decidimos aumentar a dose de luz entregue ao tecido.

No grupo 4 foi aplicado um quarto protocolo que constava de um tempo de escuro
de 90 minutos com reaplicagio de creme e uma dose de 150J/cm’(;Error! No se
encuentra el origen de la referencia.). A hipotese aqui testada foi para verificar se o
aumento da dose de luz entregue na segunda irradiacdo influenciava e melhorava a
resposta ao tratamento. Nesse protocolo, o tempo total de aplicacdo da técnica foi de Sh e

45 min.

Foram tratados com este protocolo 53 pacientes com 87 lesdes em idades entre 28-
92 anos (media 60,1), sendo 54,7 % de sexo masculino (29 pacientes) e 45,3% de sexo
feminino (24 pacientes). As lesdes tratadas classificadas como CBC do subtipo nodular
foram 68 e do subtipo superficial 19. As lesdes localizadas em cabega e pescogo foram 48,

membros superiores 7 e tronco 32 lesoes.

Ap6s 30 dias de tratamento foi observada uma RC de 95,4% das lesdes tratadas.
As 4 lesdes que apresentaram apenas RP foram do tipo tipo nodular. Também observamos

que 50 % (2) dessas lesdes estavam localizadas na regido da cabeca e pescoco.

Comparando o grupo 3 e o grupo 4 observamos uma melhora na resposta de 13,4%

com o aumento da dose de irradiacao (Figura 27).
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Figura 27: Lesdo tratada com o protocolo G4; A) Lesdo de carcinoma Basocelular (CBC); B) Fluorescéncia da
PpIX antes da irradiagdo na primeira etapa do tratamento; C) Fluorescéncia da PpIX antes da irradiacéo da segunda

etapa do tratamento (ap6s 90 minutos do tempo de escuro); D) consumo da PpXI apo6s segunda iluminagao.

Considerando a segunda etapa de TFD, a dose de luz entregue em G4 foi 50%
maior que a dose de luz entregue em G3. O maior porcentual de RC obtida em G4 deve-se
ao fato de que iluminar a lesdo por um tempo 50% maior, faz com que o tratamento tenha

possivelmente atingido profundidades maiores.

De acordo com trabalho do nosso grupo de pesquisa (FERREIRA et al., 2007),
considerando que haja FS e oxigénio em quantidades suficientes durante todo o tempo de
iluminacao, a profundidade de necrose induzida pela TFD pode ser descrita pela equagao

a seguir:

Equacdo 1
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Onde DO ¢ a dose total de luz entregue na superficie do tecido, Dth ¢ a dose
threshold ou dose limiar, que & dose de luz minima necessaria para que ocorra necrose

tecidual e d ¢ a profundidade de penetracao efetiva da luz.

Considerando que o valor de Dth seja constante em todo o tecido-alvo, quando

aumenta-se DO em 50%, a profundidade de necrose induzida pela TFD sera maior, pois:

1.5D D
0 = §In(1.5) + Sln—

d .. =36l
nee " Dy, Dy,

= 0.46 + dye.

Equacdo 2

Vemos que a profundidade de necrose induzida sofre um acréscimo de 0.49.
Assim, o maior numero de RC obtida em G4 pode estar associado a uma maior

profundidade de necrose induzida com este protocolo.

Uma outra explicagdo para este melhor resultado em G4, considera que quando em
dado volume de lesdo, ha células com diferentes valores de Dy, entdo, aumentando Dy em
50%, garantimos que células com Dy, até 50% maior, ou seja, células mais resistentes a

TFD, também sejam levadas a morte (DE FARIA et al., 2016), (FARIA, 2017).

O grupo controle foi submetido ao protocolo convencional realizado em duas
etapas separadas por 7 dias entre cada sessdo (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.). Os pardmetros escolhidos e aplicados em cada sessdo foram idénticos sendo
aplicado o creme MAL 20%, 3 horas de tempo de incubagdo e uma dose de irradiagdo de
150 J/em®. Nesse protocolo, o tempo total de aplicagdo da técnica foi de 7 h e 45 min

(excluindo os 7 dias de intervalo entre as sessoes).

No grupo participaram 22 pacientes com 38 lesdes em idades entre 31-83 anos
(media 61,2), sendo 37.9% de sexo masculino (14 pacientes) e 62.1 % de sexo feminino
(23 pacientes). As 38 lesdes tratadas foram classificadas como CBC do subtipo nodular.
As lesdes localizadas em cabega e pescogo foram 20 lesdes, em membros superiores 5 e

em tronco 13 lesdes.



63

Ap6s 30 dias de tratamento foi observada uma RC de 81,6% das lesdes tratadas.
As 7 lesdes que apresentaram RP todas foram do tipo nodular. Também observamos que

85,7% (6) dessas lesdes estavam localizadas na regido da cabega e pescogo.

Analisando os protocolos aplicados nos diferentes grupos observamos que dois
parametros apresentam grande importancia para a resposta final ao tratamento: o tempo de
escuro ¢ a dose de irradiacdo. Com o objetivo de possibilitar a comparagdo entre os
protocolos investigados, propusemos uma figura de mérito P (P = Te. Dt) que resulta da
multiplicagdo entre o tempo de escuro e a dose de energia entregue, uma vez que os dois
apresentam uma influéncia positiva na resposta fotodindmica. A Figura 28 ¢ uma
representacdo grafica da comparagdo entre a taxa de resposta ao tratamento (RC) em

porcentagem em fun¢do da figura de mérito P.

Para construcdo deste grafico, duas consideragdes foram feitas: 1) a ndo
reaplicagdo do creme no grupo 1 foi desconsiderada, devido a acreditarmos que o tempo
de escuro curto inviabilizava a produgdao de PpIX independente da aplicacdo de creme
MAL. 2) no protocolo convencional foram realizadas 2 sessdes ou etapas separadas por 7
dias. Para fazer a comparacao com esse protocolo, nesta analise, consideramos que esses 7
dias (tempo entre cada etapa) poderiam ser desconsiderados, uma vez que baseamos nossa

analise na segunda etapa do tratamento.

Feitos esses dois esclarecimentos, no eixo vertical estd representada a taxa de RC e
no eixo horizontal o resultado da multiplicagdo do coeficiente tempo de escuro vezes a
dose da segunda iluminacio (D,) (minutos x Joules/cm®). Os valores de P para cada

grupo estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Valor P para os grupos 1 a 4 ¢ TFD convencional. Tempo de escuro (Te), Dose de irradiagdo na segunda

sessdo (D,), Expressao que resulta da multiplicagdo o Te vezes D, (P).
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Protocolo de

aplicagdo/  Te (minutos) D, ()/cm?) P (min .J/cm?)
Grupo
1 30 100 3., (10)3
2 60 100 6. (10)3
3 90 100 9. (10)3
4 90 150 13.5 . (10)3
TFD 180 150 27 . (10)3
convencional
(TFDc)

Como observamos na Figura 28, existe uma melhora da resposta ao tratamento
gradual associado com o coeficiente P. O grupo 4 apresenta a melhor resposta ao
tratamento com uma RC de 95,4%, sendo inclusive, melhor que a TFD convencional.
Observamos também como os dois parametros Te e D, sdo de extrema importancia e

influenciam a resposta ao tratamento.

Haas e colaboradores em 2006 publicaram um estudo onde foi aplicada TFDf num
protocolo de irradiagdo de 20 J/cm” - 80J/cm® (primeira e segunda etapa do tratamento
respectivamente) em lesdes de CBCs e CBCn, doenca de DB e QA. Para CBCs
encontraram uma RC 91% num acompanhamento de 24 meses. Para CBCn observou-se
nesse tempo de acompanhamento uma taxa de cura de 50%. (SOTIRIOU et al., 2012),
comparou o protocolo de TFDf com TFD numa unica iluminagdo em lesdes de queratose
actinica localizada em face e couro cabeludo. Apds um seguimento de 3 meses, observou

um RC de 89,5% e 96,1% para TFD unica sessdao e TFDf respectivamente.

Figura 28: Grafico que representa o comportamento da resposta ao tratamento com diferentes protocolos de
aplicac@o. G1, tempo de escuro 30 min, dose 100J/cm2; G2, tempo de escuro 60 min, dose 100J/cm2; G3, tempo de
escuro 90 min, dose 100J/cm2; G4, tempo de escu escuro 90 min, dose 150J/cm?; TFDc, consta de duas sessdes
com intervalo de 7 dias entre cada, tempo de incubagio do creme ¢ de 3 horas e a dose de irradiagio de 150J/cm?

para cada sesséo.
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Embora, os resultados apresentados no presente trabalho correspondam a um
acompanhamento feito por até 30 dias apo6s o tratamento, estes sugerem que o protocolo
proposto torna-se interessante para tratamento nestes tipos de lesdes com taxas de
respostas comparaveis a outros estudos. Porém, se torna necessdrio continuar com as

avaliacdes periodicas proprias do tipo da doenga tratada.

Quando comparamos os resultados obtidos neste trabalho com os resultados do
grupo controle onde foi aplicada a TFDc, observamos melhores taxas de RC na avaliacao

de 30 dias sendo observada uma melhora de 13,8%.

Esta melhora se torna interessante devido a vdrios fatores. Além de oferecer
através deste protocolo melhores taxas de resposta, existe uma otimizacdo do tempo de
tratamento ao que serd submetido o paciente. O CBC ¢ uma doen¢a que embora possa
aparecer em qualquer tipo de idade ¢ muito mais frequente em idosos. No hospital Amaral
Carvalho (Jau, SP) onde foi realizada este trabalho sdo atendidos um niimero de pacientes
consideraveis nessa faixa etdria, que muitas vezes precisam se deslocar de municipios
vizinhos para receber o tratamento. Estas viagens se tornam cansativas e desestimulam a
adesdo ao tratamento. Por isso, torna-se importante aperfeicoar o protocolo de tratamento
que ndo necessite de internacdo e que ainda possa ser realizado num mesmo dia

facilitando a adesdo por parte dos pacientes a0 mesmo.
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O CBCn foi o subtipo de lesdo que teve maior porcentagem de RP. Das 198 lesdes
do tipo nodular tratadas neste estudo, 36 lesdes (18,1%) apresentaram RP observando uma
quantidade maior para o grupo 1 com 9 lesdes(5,7%), quando comparada com os grupo

G2 8 (5,0%), G3 8 (5,0%), G4 4 (2,5%) Figura 29 ¢ Figura 30.

Figura 29: Analise do numero de lesdes que apresentaram RC/RP por subtipo de CBC nodular e superficial para

cada grupo.
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Figura 30: Analise do niimero de lesdes que apresentaram RC/RP por subtipo de CBC nodular e superficial no total

das lesoes.
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Este comportamento ¢ observado em varios estudos quando realizada a TFD tépica
(SURRENTI et al., 2007), (FANTINI et al., 2011), (RAMIREZ et al., 2014). O CBC ¢
clinicamente divido em 5 subtipos sendo o nodular, localizado em cabega e pescogo a
forma mais comum e o CBCs o menos frequente localizado pricipalmente em tronco e

ombros (CHINEM; MIOT, 2011b), distribuigdo observada também neste estudo.

O CBCn, nos estudos histopatologicos ¢ definido como agregados de células
basaloides que eventualmente podem apresentar padrdo cistico, com necrose central ou
pigmentagao. O macronodular ainda pode ser menos uniforme que o micronodular e
quando comparado com o CBCs pode atingir camadas mais profundas (CHINEM; MIOT,
2011b). Estas caracteristicas fazem com que o subtipo CBCn apresente uma resposta
menos favoravel a TFD topica especialmente quando a lesdo tem espessura maior que 2

mm.

Além disso, a experiéncia do especialista na técnica pode ser determinante na
resposta a TED. Em nossos trabalhos anteriores (RAMIREZ et al., 2014) (BUZZA et al.,
2015) observamos que centros de tratamento experientes na técnica apresentavam
melhores resultados quando comparados com os ndo experientes. Nesse estudo, esse
resultado foi principalmente associado a uma nao correta indicag@o da les@o a ser tratada e
habilidade do clinico para a realizacdo de procedimentos, tais como a curetagem e preparo

da lesdo para a técnica (RAMIREZ et al., 2014).

Entretanto, este estudo mostrou que o protocolo aplicado para o grupo G4 obteve a
maior taxa de RC e a minima taxa de RP para CBCn com 2,5% (4 lesdes) do total das

lesdes tratadas. Aos 30 dias de acompanhamento, esta porcentagem ¢ comparavel com a
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técnica padrao ouro para tratamento de CBCn, que ¢ a cirurgia (CHINEM; MIOT,
2011b)(ROOZEBOOM et al., 2013).

Outro aspecto interessante que foi observado neste estudo associado a resposta ao
tratamento foi o impacto que teve o protocolo aplicado no G4 em todas as regides do
corpo. Na Figura 31 observamos que o protocolo aplicado obteve o menor porcentagem

de RP ainda na regiao da cabega e pescogo.

Figura 31: Analise do nimero de lesdes que apresentaram RC/RP por localizagdo para cada grupo.
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O CBC surge em regides que tiveram exposi¢do solar cronica. A face ¢ a
localizagdo mais frequente com aproximadamente 80%. Este segmento, especificamente
na regido H ¢ considerado de maior risco para recorréncia e agressividade da lesdo
(CHINEM; MIOT, 2011b). Os resultados constataram uma melhor RC quando aplicado o
protocolo do grupo 4, inclusive em lesdes localizadas em cabeca e pescoco. Embora essa
resposta seja global e, também, por regidoes de localizacao da lesdao, e a avaliacdo aqui
discutida foi realizada com 30 dias de acompanhamento, periodo curto para avaliar

recorréncia dessa doenga.

A TFD ¢ considerada uma técnica que, além de eficiente para CBC ndo infiltrativo,
apresenta resultado estético superior a outros tratamentos. Neste estudo, aplicando TFDf
observamos resultados estéticos excelentes comparaveis aos observados em outros estudos
desenvolvidos pelo grupo (SALVIO AG, BLANCO KC, SILVA AP, BUZZA HH,
INADA NM, 2016) (Figura 32)

Figura 32: A, C,E,G) Carcinoma Basocelular; B, D, F, H) Pele cicatrizada apos 30 dias do tratamento.
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Comparando Gl com TFDc, nossos dados sugerem que a segunda etapa ¢

extremadamente importante para garantir o alto indice de RC. E entre G1 e G2, vemos que
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a reaplicacdo do MAL com curto tempo de escuro < 1h ¢ equivalente a nao reaplicagao

deste medicamento.

A dor tém sido uns dos maiores limitantes da técnica. Esta reacdo esperada durante
a ilumina¢do ¢ mensurada e relatada como sendo leve, moderada ou intensa dependendo
da localizagdo da lesdo, area de tratamento, intensidade da irradiacdo, fototipo de pele,
sexo, entre outros fatores. Na figura 33 observamos que, a dor relatada pelo paciente foi
de menor intensidade na segunda etapa do tratamento, quando comparada com a primeira,
tanto no grupo controle como nos grupos onde foi aplicado os protocolos de TFDf.
Publicagdo previa de nosso grupo avaliando a dor, quando aplicada a TFDc (usando
parametros idénticos aos usados neste trabalho, mas com um nuimero de participantes
maior) demonstram que, a dor descrita pelo paciente na segunda etapa ¢ de menor

intensidade quando comparada com a primeira (BLANCO et al., 2017a).
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Figura 33: Avaliagdo do score de dor no tempo de iluminagao da lesdo. A. Grupos submetidos a TFDf; B. Grupo

controle, TFDc. A dor relatada na segunda sessdo foi sempre menor do que na primeira sessdo nos grupos

avaliados.
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A dor ¢ uma sensagao subjetiva e dependende de cada individuo. O tecido no
momento da segunda irradiagdo encontrasse num processo de inflamagdo e de choque,
resultndo numa provavel menor sensdo a novos estimulos Este achado ¢ importante
porque torna a TFD nessas condigdes mais atrativa em termos de eficiéncia, resultado

estético e diminuicao de efeitos adversos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A TFD em geral ¢ uma técnica de aplicagdo ambulatorial tanto em ambiente
hospitalar como de consultério particular. E de facil aplicagdo ndo precisando de grandes

infraestruturas ou pessoal especializado para sua execugao.

Num ambiente de consultério particular, apesar do longo tempo total do
procedimento, o contato médico ocorre somente em algumas etapas do procedimento
(identificagdo e curetagem da lesdo) e/ou intervengdao por motivo de dor intensa. As
demais etapas da técnica podem ser executadas e auxiliadas por um profissional de

enfermagem treinado, o que viabiliza a rotina do dermatologista otimizando seu tempo.

No sistema publico brasileiro, além do menor custo da técnica em comparagdo
com outros procedimentos terapéuticos, por sua simplicidade na aplicacdo e auséncia de
necessidade de infraestrutura especializada associado aos problemas proprios de
esgotamento do sistema que resulta em grandes esperas com piora do quadro, esta técnica

se torna interessante e aplicavel otimizando os proprios recursos publicos.

Para o paciente este protocolo também oferece beneficios visto que, facilita e
agiliza o tratamento do CBC oferecendo eficiéncia quanto a RC e excelentes resultados
estéticos. Considerando o tempo do procedimento, embora longo, durante os periodos de
espera tanto na primeira etapa como na segunda ndo obriga internacdo, restricdo de
deslocamento ou isolamento, s6 requer cuidados com a luz solar e com o curativo. Tudo

isso contribui a aceitagdo do tratamento tornando-o atrativo para todas as faixas etarias.



73

6 PERPECTIVAS FUTURAS

Os pacientes que participaram nesta pesquisa continuaram nas avaliacdes clinicas

periddicas conforme rotina do ambulatdrio de pele do Hospital Amaral Carvalho.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos quanto a realizagdo da TFDf permitem as seguintes

conclusdes

v

Dos 4 protocolos testados observou-se melhor RC no protocolo 4/ G4,

quando avaliada a resposta 30 dias ap0ds o tratamento.

Os parametros reaplicacdo da MAL e o DLI s@o importantes para o sucesso
da TFDf. Neste estudo, o DLI 90 minutos foi suficiente para alcangar uma
RC 94.5% quando as duas irradiacdes sdo realizadas com uma dose de 150

Jiem® e 125mW/cm2.

As lesdes localizadas em cabeca e pescoco apresentam o maior porcentual

de RP ao tratamento quando avaliadas em 30 dias.

O CBCn em todos os grupos obteve o maior porcentual de RP quando
avaliado apos 30 dias porém, o grupo 4 obteve a menor taxa de RP entre os

grupos.

A dor durante a segunda sessao foi percebida de menor intensidade quando

comparada com a primeira.

A TFDf é uma opg¢do de tratamento topico para o CBC que apresenta
excelentes taxas de RC quando realizada a avaliacdo 30 dias apds o

precedimento.
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