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RESUMO

KOZAK, R. Terapia fotodinamica para tratamento de carcinoma basocelular do
tipo nodular: estudo comparativo entre o acido 5-aminolevulinico (ALA) em
nanoemulsdo e o metil-ALA. 2014. Dissertacdo (Mestrado em Nanociéncia e
Nanotecnologia). Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, Brasilia,
2014.

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade importante ndo invasiva no
tratamento de casos selecionados de carcinoma basocelular, a neoplasia maligna
mais frequente em humanos. A eficacia da TFD no tratamento do carcinoma
basocelular nodular (CBCn) ndo est4 bem estabelecida, havendo taxas de cura e
recorréncia variaveis na literatura. A melhora da acdo dos agentes
fotossensibilizantes em termos de especificidade, poténcia e penetracdo cutanea
constitui uma importante perspectiva para o aprimoramento da TFD. Nesse aspecto,
a nanotecnologia e seu potencial em aprimorar os sistemas de liberacdo de
farmacos séo bastante promissores. No presente trabalho, foi estudada a eficacia e
tolerabilidade de dois precursores fotossensibilizantes no tratamento do carcinoma
basocelular nodular com até 2mm de profundidade, o &cido aminolevulinico em
nanoemulsao lipidica polimérica, o Nano-ALA, e o metil-aminolevulinato, o M-ALA.
Participaram do estudo 24 pacientes com o total de 30 lesdes de CBCn, divididos
aleatoriamente em dois grupos de tratamento. Foram realizadas duas sessfes
padronizadas de TFD com intervalo de uma semana e apoés trés meses foi realizada
excisdo cirlrgica da area tratada: 26 lesdes (86,7%) localizavam-se em face e 16
(53,3%) situavam-se em area de alto risco. No total, a taxa de cura histolégica foi de
50% e nao houve diferenca significativa entre os dois grupos (M-ALA = 62,5% e
Nano-ALA = 35,7%; P = 0,14). Alguns fatores podem ter influenciado negativamente
nesse resultado do Nano-ALA, como maior nimero de lesdes em &reas de alto risco
e a presenca de tipos e subtipos diferentes do CBCn nesse grupo. O tratamento em
geral foi bem tolerado, com escores de dor, eritema e edema semelhantes nos dois
grupos. O Unico preditor de ma resposta encontrado foi a localizacdo do tumor em
areas de alto risco. Em conclusdo, o desempenho do Nano-ALA em termos de
eficacia e tolerabilidade foi semelhante ao do M-ALA na TFD para CBCn. A taxa de
cura relativamente baixa no presente trabalho reforca que a TFD no tratamento do
CBCn deve ser indicada em casos selecionados e usada com cautela.

Palavras-Chave: Terapia fotodindmica. Carcinoma basocelular nodular. Acido
aminolevulinico. Nanoemulsdo. M-ALA. ALA. Nano-ALA.



ABSTRACT

KOZAK, R. Photodynamic therapy for treatment of nodular basal cell
carcinoma: comparative study between 5-aminolevulinicon acid (ALA) in
nanoemulsion and Metil-ALA. 2014. Thesis (Masters in Nanoscience and
Nanotechnology). Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia, Brasilia,
2014.

Photodynamic therapy (PDT) is an important noninvasive strategy of treatment for
selected cases of basal cell carcinoma (BCC), the commonest malignancy in
humans. The efficacy of PDT in the treatment of nodular BCC (BCCn) is not
established, with cure and recurrence rates highly variable. The improvement of
photosensitizing agents in terms of specificity, potency and skin penetration is an
important perspective for achieving better results with PDT. In this regard,
Nanotechnology and its potential in improving drug releasing systems are very
promising. In this study, the efficacy and side effects of two photosensitizing
precursors in the treatment of BBCnhup to 2 mm deep were investigated, the
aminolevulinic acid in polymeric lipid nanoemulsion, the Nano-ALA, and methyl-
aminolevulinate, the M-ALA. The study included 24 patients with a total of 30 BCCn
lesions, randomly divided into two treatment groups. Two standard PDT sessions
were performed one week apart and three months later the treated area underwent
surgical excision. 26 lesions (86.7%) were located in the face and 16 (53.3%) were at
high risk area. In total, the histological cure rate was 50% and there was no
significant difference between the two groups (M-ALA = 62.5% and Nano-ALA =
35.7%; P = 0.14). Some factors may have impaired Nano-ALA results, such as a
greater number of lesions at high risk areas and the presence of different types and
subtypes of BCCn in this group. The treatment was overall well tolerated, with pain
scores, erythema and edema similar in both groups. The only poor response
predictor was the location of the tumor in high-risk areas. In conclusion, the
performance of Nano-ALA in terms of efficacy and tolerability was similar to that of M-
ALAIn PDT for BCCn. The relatively low cure rate in this study suggests that PDT in
the treatment of CBCn should be indicated in selected cases and used with caution.

Key words: Photodynamic therapy. Nodular basal cell carcinoma. Aminolevulinic
acid. Methyl-aminolevulinate. Nanoemulsion. ALA. MAL. Nano-ALA.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias malignas de pele, melanoma e ndo-melanoma, sdo 0s
tipos de cancer mais comuns na populacdo de cor branca na atualidade. Ambos
tumores tém apresentado um aumento de incidéncia em todo o mundo (CHINEM,;
MIOT, 2011; INCA, 2014). Séao esperados, para 2014, 98.420 novos casos de cancer
de pele ndo melanoma nos homens e 83.710 nas mulheres no Brasil. Esses valores
correspondem a um risco estimado de 100,75 casos novos a cada 100 mil homens e
82,24 a cada 100 mil mulheres (INCA, 2014).

Entre os canceres da pele ndo-melanoma, o carcinoma basocelular
(CBC) abrange aproximadamente 70 a 80% dos casos (INCA, 2014; FANTINI, 2011).
O CBC apresenta diversas modalidades clinicas e morfolégicas, crescimento lento e
afeta predominantemente caucasianos. Enquanto as metastases sdo extremamente
raras, a morbidade resulta da invasdo e destruicdo local, em particular na face,
cabeca e pescoco (CHINEM; MIOT, 2011).

Os inquéritos epidemioldgicos tém demonstrado que além da crescente
incidéncia de cancer da pele, ha aumento da multiplicidade de les6es que podem
surgir em um mesmo paciente, assim como a ocorréncia de tumores consecutivos. O
risco de um paciente com CBC apresentar outra lesdo em trés anos é de 27% a 44%,
atingindo até 50% em cinco anos (CHINEM; MIOT, 2011).

A escolha do tratamento do CBC depende do tipo histolégico da
neoplasia, da localizacdo, da idade e condi¢cBes clinicas do paciente, do nUmero de
tumores encontrados em um mesmo individuo, da disponibilidade de equipamentos
da unidade de saude onde o tratamento sera realizado. Além disto, a taxa de cura
de cada modalidade terapéutica deve também ser levada em conta para a escolha
do tratamento (HACKER; BROWDER; RAMOS-CARO, 1993; R. LINDBERG-
LARSEN; SOLVSTEN; KRAGBALLE, 2012).

A cirurgia, considerada como a primeira escolha para o tratamento,
dependendo do tipo de neoplasia, da sua localizagdo ou da multiplicidade de lesdes,
pode resultar em grandes areas mutiladas (HACKER; BROWDER; RAMOS-CARO,
1993. CHINEM; MIOT, 2011). Além disso, a incidéncia do cancer da pele acentua
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com a idade, sendo mais da metade dos casos na populacdo com idade entre 50 e
80 anos, em que, devido as condi¢bes clinicas, a cirurgia tradicional € muitas vezes
contraindicada (CHINEM; MIOT, 2011; SOUZA et al, 2011). Assim, € importante a
busca de novas modalidades terapéuticas. Entre os tratamentos néo cirdrgicos para
o carcinoma basocelular (CBC) primério e de baixo risco destacam-se a radioterapia,
a quimioterapia tépica e a terapia fotodinamica (TFD). Por serem modalidades
terapéuticas que preservam tecidos, apresentam menos complicacbes, tém
melhores resultados estéticos e, finalmente, ndo so tratam, mas também melhoram a
qualidade da pele: ao exame clinico, observa-se reducdo da aspereza, do eritema,
das telangiectasias e das rugas finas e, na histopatologia, ha aumento de colageno
tipo | na derme superior, diminuicdo da inflamacéo e do grau e quantidade de atipia

celular, minimizando assim a possibilidade de recorréncia (TOREZAN, 2011).

A TFD se estabeleceu como terapéutica promissora no tratamento néo
invasivo do cancer de pele. Essa abordagem terapéutica ja € utilizada em fase
clinica ha mais de 30 anos em vérios paises (DOUGHERTY; KAUFMANN;
GOLDFARB, 1978; KALKA; MELKER; MUKHTAR, 2000; MARMUR, SCHMULTS;
GOLDBER, 2004), inclusive no Brasil (DE ROSA et al, 2000; PIERRE et al. 2001a,
2001b; THURCHIELLO et al, 2003; VENA et al, 2004). Atualmente, os tipos
histologicos de CBC aprovados para tratamento com terapia fotodinamica (TFD) séo
o tipo superficial, sendo inclusive considerado tratamento de escolha por alguns
autores (TELFER; COVER; MORTON, 2008), e o tipo nodular, estando esse ultimo
restrito a lesdes menores, com até 2mm de espessura, e em sitio de baixo risco
(BRAATHEN et al, 2007).

Os resultados terapéuticos com TFD variam muito. Entre os fatores
responsaveis por essas diferencas, 0s principais estariam relacionados ao
medicamento fotossensibilizante usado, como a taxa de absor¢do cutanea e a
subproducdo de protoporfirina IX. Para aperfeicoar os resultados e ampliar o uso
clinico da TFD, pesquisas tém sido feitas para aumentar o acumulo dos
medicamentos no tumor, por meio de associa¢ao de técnicas como laser fracionado
com a TFD, ou trabalhando as formulacfes e sistemas de carreamento de farmacos
usando a nanotecnologia. Muitos desses ainda estdo em fase experimental, outros
se encontram em fase de estudos clinicos, como o acido aminolevulinico (ALA)

veiculado em uma nanoemulséo lipidico-polimérica na forma de creme (denominada
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Nano-ALA), a qual ja foi usada em estudos para tratamento de ceratose actinica,
CBC superficial e doenca de Bowen, com bons resultados (PASSOS, 2012).

Com o objetivo de avangar no conhecimento da TFD, o presente
estudo pretende investigar a eficacia e tolerabilidade do Nano-ALA no tratamento de
lesbes de carcinoma basocelular tipo nodular com espessura de até 2 mm,
comparando os resultados aos do Metil-ALA (M-ALA), atualmente aprovado por

agéncias reguladoras para esse tipo de neoplasia.

1.1 Justificativa

CBC é o cancer mais frequente em humanos. A incidéncia desse tumor
maligno aumenta aproximadamente 10% a cada ano, aumentando os custos dos

cuidados com a saude, tornando-se um problema importante de sadde publica.

O tratamento cirdrgico, embora tenha excelente eficacia para o CBC,
pode ser mutilante e ser contraindicado em alguns casos, considerando as
condicBes clinicas do paciente. Portanto, para o tratamento do CBC é dutl o
aprimoramento de técnicas ndo invasivas com melhor resultado estético e menores

riscos.

Por esse motivo, observa-se uma tendéncia crescente de utilizagéo de
opcbes nao cirlrgicas para tratamentos de CBC de baixo risco. Entretanto, a
confirmacéo prévia do tipo histolégico do CBC é fundamental para evitar tratamentos
inadequados (WOLBERINK, 2013), pois apenas alguns tipos especificos respondem

satisfatoriamente a esses métodos.

A TFD tem seu uso aprovado e estabelecido para tratamento de lesbes
pré-malignas e para o carcinoma basocelular superficial, tanto com o uso de ALA e
de M-ALA. Para o carcinoma basocelular do tipo nodular de até dois mm de
espessura, ha aprovagédo apenas para o M-ALA. Entretanto, deve ser destacado que
0s resultados clinicos da TFD sao variaveis e ha as altas taxas de recidiva,

observada em estudos com longo periodo de seguimento (FANTINI et al, 2011).
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Assim, torna-se de grande importancia a realizacdo de novas
pesquisas, na tentativa de conhecer melhor a eficacia e a tolerabilidade dessas
novas tecnologias, assim como superar as limitacdes atuais no que diz respeito a
especificidade pelo tecido alvo, grau de penetracédo do farmaco e intensidade da dor

induzida nos pacientes.

A descoberta de novos farmacos fotossensiveis, assim como de novos
sistemas de liberacdo de medicamentos desenvolvidas pela nanotecnologia, sédo
fundamentais para o aprimoramento da TFD. Nesse contexto, no grupo ligado ao
CNANO (UnB), foi desenvolvida uma nova formulacdo do ALA em concentracao
padrdao de 20%, veiculado em uma nanoemulséo lipidico-polimérica na forma de
creme (denominada Nano-ALA), com a intencdo de estabilizar o produto, aumentar a
sua penetracdo e seletividade, e assim diminuir o tempo de oclusédo necessério para

a acao da droga e os efeitos adversos da terapia (PASSOS, 2012).

Ja foram conduzidos estudos de terapia fotodinAmica com o Nano-ALA,
sendo encontradas excelente eficacia e tolerabilidade para tratamento de ceratose
actinica, carcinoma basocelular superficial e doenga de Bowen (PASSOS, 2012).
Entretanto, ainda ndo ha estudos com o Nano-ALA no CBC nodular, que além de ser
o tipo mais frequente de CBC, é localizado mais comumente em face, onde o

impacto estético do tratamento cirdrgico pode ser pior.

Por essas consideracfes, o presente estudo pretende aprofundar o
conhecimento acerca do uso do Nano-ALA na TFD, estudando a eficacia e
tolerabilidade no tratamento do carcinoma basocelular nodular em comparagéo com
0 uso do M-ALA.
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2 OBJETIVOS

2.2 Geral

Estudar a eficacia e tolerabilidade da terapia fotodinamica no tratamento
do carcinoma basocelular do tipo nodular, comparando os efeitos de dois agentes
fotossensibilizantes, o &cido aminolevulinico (ALA) veiculado em nanoemulsdo (Nano-
ALA) e o metilaminolevulinato (M-ALA).

2.2  Objetivos especificos

e Investigar a eficacia da Nano-ALA-TFD em pacientes com lesGes de

carcinoma basocelular nodular com até 2 mm de espessura;

e Estudar o perfil de tolerancia dos pacientes ao tratamento com Nano-ALA-
TFD e M-ALA-TFD;

¢ Investigar fatores associados a falha terapéutica;

e Avaliar a acuracia da avaliacao clinica como critério de cura em comparacao

com a avaliagdo histoldgica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Carcinoma basocelular

Foi descrito primariamente por Jacob em 1827, que o denominou ulcus
rodens, e sua nomenclatura atual foi proposta por Krompecher em 1903 (apud
CHINEM; MIOT, 2011).

Considerado o tipo de cancer mais comum, 0 tumor apresenta como
principais caracteristicas a indoléncia e o crescimento lento, requerendo mais de
seis meses para atingir o tamanho de um centimetro. Pode ser localmente destrutivo,
mas raramente produz metastases (CHINEM; MIOT, 2011; TELFER; COLVER,;
MORTON, 2008).

As células envolvidas na sua origem sdo ainda motivo de certa controvérsia. Apesar
de se assemelharem as células da camada basal da epiderme, ha evidéncias de se
originarem a partir de células pluripotentes imaturas da epiderme interfolicular e as

presentes na bainha externa do foliculo piloso (CHINEM; MIOT, 2011).

O desenvolvimento de um CBC resulta de alteragBes genéticas. Por
exemplo, mutacbes no gene PTCH (patched hedgehog), um supressor tumoral
localizado nos loci 9922 (PTCH1) e 1p32 (PTCH2), foram vinculadas ao surgimento
de CBC em 30 a 75% dos casos esporadicos (CHINEM; MIOT, 2011).

O Patched é um receptor para ligantes da familia de proteinas
hedgehog (HH) e esta presente na membrana plasmética das células. A ligacdo de
HH ao receptor PTCH induz a liberacdo e ativacdo de outra proteina localizada na
membrana, a smoothened, expressa pelo gene SMO (Figura 1). A ativagdo de
smoothened ativa o fator de transcricdo Glil, o qual induz a transcricdo de diversos
oncogenes envolvidos no desenvolvimento de CBC e outras neoplasias (CHINEM,;
MIOT, 2011; SEKULIC, 2012).

Mutacbes no gene PTCH estimulam a via hedgehog devido a
incapacidade da proteina patched na qual houve mutacao de suprimir a smoothened
(CHINEM; MIOT, 2011; SEKULIC, 2012), conforme mostra a Figura 1. Com base


http://www.scielo.br/img/revistas/abd/v86n2/a13fig01m.jpg
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nessas alteragdes moleculares, em 2012 foi aprovado o Vismodegib uma nova droga
gue age inibindo a proteina SMO para tratamento de CBC avancado (SEKULIC,
2012).

Figura 1 - Esquema representativo de via hedgehog (SHH — proteina sonichedgehog;
PTCH - receptor patchedhedgehog; SMO —receptor smoothened; GLI —
fator GLI-1; TGFB- fator transformador de crescimento tipo ; WNT — via
sinalizadora wingless; BMP — proteina morfogenética 6ssea. Adaptado de
CHINEM; MIOT, 2011.

MutacBes no gene SMO (smoothened) estdo presentes em 10-21%
dos CBCs esporadicos e as mutacdes no gene p53 em mais de 50% dos casos.
Entretanto, as mutagfes de p53 parecem estar mais relacionadas a progresséo do
gue a génese do CBC (CHINEM; MIOT, 2011).

Em contraste com os genes de supressao tumoral (PTCH, P53), os
oncogenes desempenham papel menor no desenvolvimento desse tumor (PONTEN;
LUNDBERG; ASPLUND, 2011). Nao estdo elucidados os padrbes de expressao
genética que levam as diversidades fenotipicas de formas clinicas, subtipos
histopatolégicos e comportamento biolégico dos CBC (CHINEM; MIOT, 2011).
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Radiacdo solar, em particular a radiacdo ultravioleta (RUV), é
considerada a principal causa ambiental para formar CBC. Algumas pesquisas
indicam provavel correlacdo entre o perfil de exposicao solar e o tipo histolégico: por
exemplo, CBC nodular e exposi¢ao cronica ao sol, enquanto padrdes intermitentes e

agudos de exposicao se relacionam com CBC superficial (CHINEM; MIOT, 2011).

A acédo da RUV pode se dar por meio de efeito direto e indireto. O
efeito direto no DNA produz mutacdo de transicdo com formacdo de dimeros
ciclobutano-pirimidina e fotoprodutos pirimidina-pirimidina (PONTEN; LUNDBERG;
ASPLUND, 2011; TOREZAN, 2011). Por outro lado, o dano celular indireto ocorre
por processo de fotossensibilizacdo, isto é, reacdo fotoquimica que ocorre quando
as moléculas do cromoforo, que ndo € DNA, absorvem os fétons e se excitam
chegando ao estado tripleto e, ao voltarem ao estado inicial, geram um processo que

implica em reacdes intracelulares de transferéncia da energia recebida.

Esse processo por sua vez, pode ocorrer por duas vias principais
chamadas de reacfes fotossensibilizadas Tipo | e Il. Na reacdo Tipo | ocorre
transferéncia direta de um elétron entre o cromdéforo excitado e outra molécula, e a
energia pode se transferida ao DNA; na reagao Tipo Il, ocorre transferéncia de
energia do cromoforo para o oxigénio molecular, acarretando a formacéo de radicais
reativos de oxigénio, como oxigénio singleto e superoxido. A acdo dos radicais livres

resultantes dessas reagdes leva por sua vez dano ao DNA (TOREZAN, 2011).

Os riscos individuais para desenvolver o cancer de pele séo
determinados ndo soO por grande deficiéncia de reparo do dano ao DNA através do
NER (via de excisdo de nucleotideos), mas também por variacbes mais sutis na
eficiéncia de reparo, como acontece com a idade (PONTEN; LUNDBERG;
ASPLUND, 2011).

Destaque-se que a RUV pode levar a um grau de imunossupressao
pela deplecdo de células dendriticas e da expressdo alterada de citocinas, o que
resulta no desvio da resposta imune celular para Th2 e inibe a habilidade das células
apresentadoras de antigeno em induzir atividade antitumoral, o que pode ser
relevante na progresséo do tumor (CHINEM; MIOT, 2011).
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O CBC possui diferencas de comportamento bioldgico em relagdo a
outros tumores que podem ser explicadas pela presenca de fatores intrinsecos ao
préprio tumor, como padrdo de crescimento tumoral, potencial de recorréncia e de
metastase, padrdo histologico e fatores genéticos, assim como por fatores
extrinsecos, como sitio de origem, terapéutica escolhida e o estado imunolégico do
portador da neoplasia (CABRERA et al, 1992; CHINEM; MIOT, 2011).

Do ponto de vista histologico, a classificacdo baseada nos padrdes de
crescimento tem maior significAncia bioldgica e considera a existéncia dos tipos
nodular, superficial, infiltrativo, esclerodermiforme, micronodular e de padrdo misto
(SALDANHA; FLETCHER; SLATER, 2003). A identificacdo desses padrfes é util na
conceituacdo de alto e baixo risco dos subtipos histoldégicos de CBC (LEBOIT et al,
2006).

Outros fatores progndsticos que devem ser levados em consideracao
para classificacdo do CBC em baixo ou alto risco de recidiva sdo o tamanho e local
da leséo, e o nivel da invasdo, conforme apresentado na tabela 1. Esses fatores séao
determinantes na escolha terapéutica e no sucesso do tratamento, sobretudo
quando se trata de modalidades néo cirargicas (TELFER; COLVER; MORTON,
2008).
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Tabela 1 - Critérios de risco e classificacdo do carcinoma basocelular nodular.

Critérios de risco Baixo risco

Alto risco

Area central da face,
periorbitalperiauricular<
6mm

Bochecha, testa,
pescoco, couro
cabeludo <10 mm

Localizacéao e
tamanho

Tronco e extremidades
<20 mm

Area central da face, periorbital,
periauricular>6 mm.

Bochecha, fronte, pescoco, couro
cabeludo >10 mm.

Tronco e extremidades >20 mm

Bordas e crescimento Bordas bem definidas

Bordas mal definidas

Subtipo histoldgico Nodular e superficial

Esclerodermiforme, Micro nodular
Multicéntrico, Basoescamoso,

Infiltrativo.
Envolvimento x .
. Nao Sim
perineural
CBC primario x L - .
prim Primario Recidivante; Excisdo incompleta.
Recidiva
Imunossupresséao Nao Sim

Adaptado de European Dermatology Forum Guidelines on Basal Cell Carcinoma,

update 2012. Disponivel
acessado em 15/10/2014.

em http://www.euroderm.org/index.php/edf-guidelines,
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A figura 2 ilustra as localiza¢des de alto risco.

Figura 2 — Areas de alto risco para recidivas na face representada pela cor vermelha
da face (area "H"). Adaptado de MOSTERD et al, 2008. Imagem de

fundo obtida em www.symbiosysart.com.

A realizacdo da biopsia para exame histopatolégico € indispensavel
para identificar os subtipos histologicos, classificar o tumor e planejar a abordagem
terapéutica adequada. Contudo, a precisdao do diagndstico feita por biopsia com
punch de CBC primario e a prevaléncia do subdigndstico de subtipos agressivos
nessas amostras podem variar. Estudos prévios mostraram taxas de discordancia
variando entre 18% e 49% com relacdo ao subtipo de CBC, quando se compara
biopsia por punch e shaving com excisdo (IZIKSON; SEYLER; ZEITOUNI, 2010;
WOLBERINK, 2012).

Cerca de 40% de todos os CBC sao do tipo misto, ou seja, séo
constituidos por varios tipos de CBC em uma so0 lesdo. A avaliagdo histologica de
uma so parte do tumor misto levaria, consequentemente, a erro de diagndéstico e se
0 subtipo ndo detectado for o mais agressivo pode resultar em falha terapéutica
(IZIKSON; SEYLER; ZEITOUNI, 2010; WOLBERINK, 2012).



25

O padréo ouro para estabelecer o subtipo histolégico final do CBC ¢é a
excisao. No entanto, apesar das limitacdes citadas previamente, a determinacao do
subtipo por biopsia se torna relevante por causa do uso crescente de tratamentos
nao cirargicos, como a TFD ou aplicacéo tépica de imiqguimode para 0s casos menos

agressivos.

A busca da classificacdo ideal do CBC que ligaria o subtipo ao seu
comportamento biolégico, tem sido ampliada devido aos avancos das pesquisas has
areas da genética e da biologia molecular relacionada a fisiopatologia do cancer.
Assim, o uso de imunohistoquimica pode levar a identificacdo dos tipos agressivos e
formar novas estratégias para desenvolvimento de tratamentos mais eficazes
(SALDANHA; FLETCHER; SLATER, 2003; CIUREA et al, 2013).

Entre os marcadores estudados, se encontram os de expressado pro-
apoptética TP53 e bcl-2, que tendem a identificar a agressividade do CBC
(MATEOIU; PIRICI; BOGDAN, 2011). Outros marcadores de agressividade séo: (1)
a metalopeptidase de matriz, a MMP-13, que provoca a degradacdo da matriz
extracelular; (2) a molécula de adesédo celular B-catenina e o complexo receptor-
ligante de quimiocinas, 0 CXCR4, cuja interagcdo leva a mudancas das propriedades
de adeséo entre as células tumorais e progressdo do tumor. Esses marcadores
possuem reatividade variada entre os tipos histologicos de CBC. No entanto, a
reacdo mais intensa € encontrada em subtipos mais agressivos como o metaplasico,

principalmente nas bordas invasivas da lesao (CIUREA et al, 2013).

O carcinoma basocelular nodular, considerado um subtipo histologico
de baixo risco, € o subtipo mais frequente, sendo responsavel por 60 a 80 % dos
tumores da face. O CBC nodular ocorre mais comumente em pacientes com idade
mais avancada e compromete principalmente o rosto e o pescoco, diferentemente do
CBC superficial que ocorre em pacientes mais jovens e no tronco. Na face, 20 a 30 %
dos casos de CBC nodular se localizam no nariz. Outras regides frequentes séo as

pré auriculares, malares e fronte (LEBOIT et al, 2006).

O CBCn se apresenta clinicamente como papula rosada com
telangiectasias na periferia e borda perolada, podendo mostrar alguns pontos de

pigmento marrom constituindo a variante CBC pigmentado (PONTEN; LUNDBERG;
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ASPLUND, 2011). E normalmente assintomatico e o sangramento é a Unica queixa
relatada (CHINEM; MIOT, 2011).

Os CBCs nodulares evoluem com ulceracdo do centro ou tornam-se
cisticos, podendo atingir grande dimensdo e alargar profundamente (PONTEN;
LUNDBERG; ASPLUND, 2011). A histopatologia do CBC nodular é caracterizada
por grandes lobulos de células basaldides bem circunscritos e projetados na derme
reticular ou mais profundamente; os I6bulos podem estar associados a degeneracéo
mucinosa com cistos ou apresentar um padrao adenoide. Alguns nédulos podem ser
encontrados junto aos pequenos lobulos basaldides e estar ligados a um estroma
fiboromucinoso frouxo, caso em que a periferia da lesdo deve ser rastreada para

afastar o subtipo micronodular(LEBOIT et al, 2006).

As opcdes de tratamentos topicos e nado cirargicos para CBC de baixo
risco tém surgido como modalidades eficazes, ficando a cirurgia como método de
escolha para os casos de alto risco (BATH-HEXTALL, et al, 2007).

3.2 Terapiafotodinamica

A terapia fotodindmica (TFD) é definida como uma reacao fotoquimica
utilizada com o objetivo de causar destruicdo seletiva de um tecido. Consiste em
uma técnica terapéutica de duas etapas, sendo que na primeira se utiliza um
farmaco fotossensibilizante topico que deve ser ocluido por um determinado periodo
de tempo e, em uma segunda etapa, é feita irradiacdo da lesdo com luz visivel de
comprimento de onda determinado (ISSA; AZULAY, 2010).

A TFD teve origem no inicio do século XX, em Munique/Alemanha,
guando Oscar Raab e seu professor Herman von Tappeiner observaram os efeitos
decorrentes da fotossensibilizacdo em paramécios. Raab observou a morte rapida
de protozoarios Parameciumcaudatum depois de exposi¢cdo a luz na presenca do
corante acridina. A presenca da luz modificando a acdo do corante permitiu a
identificacdo de um agente fotossensibilizante (REGO, 2008; ISSA; AZULAY, 2010).

O uso clinico da TFD foi feito pela primeira vez por Dougherty e

colaboradores (1978), com relato de sucesso no tratamento de cancer cutaneo e de
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outras malignidades. Em 1990, Kennedy, Pottier e Pross introduziram o uso do &cido
5-aminolevulinico (ALA) na TFD de doencas cutédneas. Desde entdo, o uso topico
representa uma das técnicas mais populares de TFD em dermatologia,
especialmente devido a vantagem de ndo apresentar fotossensibilidade cutanea
generalizada (KALKA; MERK; MUKHTAR, 2000; MARMUR; SCHMULTS;
GOLDBERG, 2004).

Na literatura cientifica, é encontrada uma série de estudos que busca
compreender os mecanismos de agdo da TFD em nivel molecular, celular e tecidual
(CASTANO; DEMIDOVA; MICHAEL, 2005a E 2005b). O conhecimento da acéo da
luz no agente fotossensivel e as reacfes decorrentes Sd0 essenciais para o

aprimoramento da TFD.

No local da aplicagcédo, por meio de uma série de rea¢bes bioguimicas
celulares, o pro-farmaco (ALA) € enzimaticamente convertido em um farmaco
fotossensivel enddgeno ativo, a protoporfirina 1X (PplX), que sensibiliza as células
neoplasicas a acdo da luz em comprimento de onda especifico, desencadeando um
processo de morte celular (KENNEDY; POTTIER; PROSS, 1990; KENNEDY;
POTTIER, 1992).

A morte celular induzida apés aplicacdo da TFD pode ocorrer por dois
modos distintos, a necrose e a apoptose. Esses dois modos podem ocorrer de forma
isolada ou concomitante, influenciados por varios fatores como tipo e localizacdo do
fotossensibilizante (FS). Evidéncias sugerem que a presenca do FS na mitocondria
induz a apoptose e, quando localizado na membrana plasmatica ou em lisossomos,
conduz a necrose. Outros fatores envolvidos no processo de morte celular sdo a
guantidade de oxigénio gerado, tipo e dose da luz (CASTANO; DEMIDOVA;
MICHAEL, 2005a; LOVELL et al, 2010).

Na fase de iluminacdo da TFD, o agente fotossensibilizante presente
nas células tumorais é ativado e absorve fétons. Esta ativacdo o leva do estado de
repouso ao estado de ativacdo, gerando o estado singleto, de meia vida curta.
Nessa etapa, as moléculas podem retornar ao estado de repouso, emitindo energia
em forma de fluorescéncia por meio da liberacéo de fétons ou progredir na cadeia de

reacdes quimicas, até atingir o estado tripleto de meia vida mais longa.
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As moléculas no estado tripleto podem sofrer dois tipos de reacdo. Na
reacdo tipo |, ocorre transferéncia de elétrons para receptores moleculares e
formacéo de radicais livres, como os radicais superoxido, hidroxila e peroxido. Ja na
reacado tipo Il, predominante na TFD, as moléculas transferem sua energia
diretamente ao oxigénio intracelular, formando o oxigénio singleto (*O,), altamente
reativo, de meia vida muito curta e responsavel pela morte celular por interagir com
componentes como lipidios, acidos nucleicos e aminoacidos (TOREZAN, 2011,
LOVELL et al, 2010).

A resposta imune induzida pela TFD constitui o segundo efeito
antitumoral dessa terapia, Ao contrario do que se pensava inicialmente, que a
importancia da resposta do sistema imunitario a TFD limitava-se a recuperagdo da
homeostase local e ao processo de cicatrizagédo, a ativagao imune desempenha um

papel importante na resposta terapéutica (KORBELIK; SUN, 2006).

Os efeitos provocados por lesdo fototoxica, como alteracdes da
membrana plasmatica e da membrana das organelas, que ndo sao necessariamente
letais para todas as células tumorais, estimulam a liberacdo ou expressao de varios
mediadores de resposta aguda pro-inflamatéria, os quais incluem proteinas do
complemento, proteinas de choque térmico (HSP), derivados de acido araquidénico,
guimiocinas e citocinas, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-LJ), interleucina 6
(IL-6) e interleucina 1 (IL-1) (HADJUR et al, 1996). Ocorre também acumulo de
neutréfilos e estimulo a destruicdo tumoral (AGOSTINIS et al, 2011).

O complemento ndo s6 atua como mediador, mas também estimula as
células a liberarem mediadores secundarios incluindo as citocinas IL-1, TNF-alfa, IL-
6, IL-10, fator estimulante de colénias de granuldcitos (TGF-G), prostaglandinas,
leucotrienos, histamina e fatores de coagulacdo. Macrofagos e neutrofilos podem
mostrar citoxicidade preferencial contra células tumorais tratadas com dose sub-letal
de TFD e, em consequéncia, grande impacto na resposta (AGOSTINIS et al, 2011,
CASTANO; DEMIDOVA; MICHAEL, 2005).

As atividades de elementos da imunidade inata culminam na
orquestracdo do desenvolvimento da resposta imune adquirida com base no

reconhecimento de antigenos de tumores tratados com TFD, levando a ideia de



29

explorar esse mecanismo para geragdo de vacina antitumoral (KORBELIK; SUN,
2006).

O terceiro mecanismo antitumoral dessa terapia se faz em nivel
vascular. O dano ao endotélio acarreta quebra da funcdo de barreira da parede do
vaso, perda da juncdo entre as células endoteliais, exposicdo da membrana basal
vascular com consequente ativacao de plaguetas e de polimorfonucleares neutrofilos.
Essa sucessdo de eventos leva a vasoconstricdo das arteriolas e formacdo de
trombos venosos e, subsequentemente, a hipdxia e necrose tecidual. Assim, a
necrose isquémica parece ser o principal mecanismo de destruicdo do tumor
submetido a TFD com agentes sistémicos, enquanto, com agentes topicos (ALA e
M-ALA), a citotoxicidade é decorrente da acdo do 'O, (TOREZAN, 2011; LOVELL et
al, 2010).

Entre os efeitos colaterais da TFD, destaca-se a dor relacionada ao
tratamento. Essa varia de intensidade e pode ser descrita como gueimacao,
sensacao de ardéncia ou prurido restrita a area tratada. Comeca minutos apds o
inicio da irradiagdo e se mantém por algumas horas. O mecanismo da dor
provavelmente envolve a estimulacdo nervosa através de receptores localizados em
terminacdes de fibras mielinizadas do tipo delta A e ndo-mielinizadas do tipo C do
nervo, e/ou dano tecidual sofrida pelo substancias citotoxicas e/ou inflamacéo
criadas na reacéo fotodinamica e agravadas pela hipertermia (CHAVES et al, 2012;
MORTON et al, 2013).

A intensidade da dor pode estar relacionada ao agente utilizado, sendo
gue alguns estudos mostraram que M-ALA-TFD era menos doloroso do que ALA-
TFD (BABILAS et al, 2010). A dor aumenta quando a lesdo a ser tratada localiza em
areas mais inervadas como segmento ceféalico e maos; em lesbes ou areas mais
extensas; com aumento das fluéncias e irradiancias; na segunda sessao; com a
fluorescéncia; e em fototipos mais claros. Maiores niveis de dor também foram
registrados quando se trata de ceratoses actinicas em relacdo ao observado com
CBC e doenca de Bowen (BABILAS et al 2010; MORTON et al, 2012; CHAVES et al
2012).

O alivio da dor pode ser obtido principalmente com aplicacao de ar frio

e com o uso de analgésico via oral. O uso dos anestésicos topicos, por outro lado,
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se mostra ineficaz. Uma possivel explicacdo para o fracasso dos anestésicos topicos
na TFD é o fato de tanto o ALA quanto o M-ALA terem pH &cido, enquanto a maioria
dos anestésicos topicos tem pH alcalino, promovendo uma interacao
medicamentosa que prejudica a eficacia (BABILAS et al 2010; CHAVES et al 2012).
Ao contrario o uso de anestesia tanto infiltrativa quanto o bloqueio de ramos
mostram ser eficazes no alivio da dor. Recomenda-se, entretanto, sempre utilizar
anestésicos sem vasoconstritor, a fim de permitir o aporte adequado de oxigénio na
area a ser tratada, garantindo a eficacia da TFD (CHAVES et al 2012).

Eritema e edema no local sdo encontrados em um grande numero de
casos (cerca de 90%), podendo persistir por uma semana e evoluir com formacéao de
crostas e descamacao. Raramente h& formacado de Ulceras. Pustulas, normalmente

estéreis, podem se formar em 6% dos casos (BABILAS 2010).

Em geral, a recuperacdo se da em duas semanas a trés semanas
(FELICIO et al, 2008; ISSA; AZULAY, 2010). Alteracdes pigmentares sdo raras e

transitorias, assim como a alopecia local (BABILAS et al, 2010).

A TFD tem seu uso liberado pelos érgéos responsaveis, tanto no Brasil
(ANVISA) como em outros paises, para tratamento de lesGes pré-neoplasicas e
tumores ndo-melanoma bem delimitados e superficiais (CBC superficiais e doenca
de Bowen). Possui varias vantagens em relacdo a outras modalidades de
tratamentos, como cirurgia, quimioterapia e radioterapia (DOUGHERTY et al, 1998;
FELICIO et al, 2008). As conveniéncias incluem o fato de ser uma técnica minimante
invasiva e especifica; pode ser repetida varias vezes sem acarretar problemas para
0 paciente como doses maximas toxicas ou criar resisténcia; tem potencial para
ativar o sistema imunitario e controlar o tumor, até mesmo em eventuais sitios
metastaticos (CASTANO; DEMIDOVA; MICHAEL, 2005b); e, adicionalmente, € uma
alternativa em pacientes com dificuldade, impossibilidade, alto risco ou recusa do
procedimento cirargico. Devem ainda ser consideradas as vantagens decorrentes da
possibilidade de tratamento ambulatorial, o tratamento de lesées mudiltiplas em

sessdo Unica e, por fim, os resultados estéticos superiores.

Entretanto, algumas restricbes da TFD devem ser consideradas: o
periodo de oclusdo; a dor; e a recorréncia crescente em periodo prolongado de
observagéo com sessédo unica de TFD-ALA. Esta recorréncia, entretanto, pode ser
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reduzida com a repeticdo dos tratamentos (FELICIO et al, 2008). Por fim, destaca-se
a principal limitacdo do método, que é o fato da TFD ser restrita ao tratamento de
tumores superficiais, locais e ndo invasivos devido a limitacdo de absorcdo do

farmaco e da luz em tecidos mais profundos (REGO, 2008).

A eficacia da TFD depende da distribuicdo do fotossensibilizante no
tecido alvo, ou seja, na lesédo. Essa distribuicdo depende da permeabilidade do
agente no estrato corneo, difusdo através da epiderme e derme e da liberacdo e
producdo do PplX. Teoricamente existem trés vias potenciais de passagem de um
medicamento na pele: a transcelular, a intercelular e a transfolicular, como mostrado

na Figura 3.

Intercelular Apéndice Transcelular

EPIDERME

{
W

capilar

DERME

Figura 3 — Representacdo esquematica dos mecanismos de penetracdo percutanea
de farmacos (adaptado de BARRY, 2004).

A epiderme é camada superior da pele, cuja espessura apresenta
variacfes de 0,04 mm nas palpebras até 1,6 mm nas regides palmares e plantares.
Ela é constituida por um epitélio estratificado que por sua vez € dividido em
camadas. A mais profunda é a camada basal, seguida pela malpighiana ou
espinhosa, pela camada granulosa e, mais superficialmente, ha a camada cornea ou

extrato corneo.

A derme encontra-se logo abaixo da epiderme e compreende denso
estroma fibroelastico no qual se situam as estruturas vasculares, nervosas e 0s

anexos como as glandulas sudoriparas e sebaceas e foliculos pilosos.
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A camada cOrnea € a principal barreira para passagem de substancias
externas através da pele, o que acontece devido a sua estrutura peculiar de
ceratindcitos e lipidios. Os ceratindcitos sdo ceélulas epidérmicas anucleadas, com
membranas citoplasmaticas espessas, cujo citoplasma corresponde a um sistema
bifasico de filamentos de ceratina encerradas em uma matriz amorfa composta de
filagrina. As membranas plasmaticas das células adjacentes sdo separadas por um
espaco intercelular (SAMPAIO; RIVITTI, 2001), que contém glicoproteinas e lipidios.
Os lipidios sdo compostos de ceramidas, colesterol, acidos graxos livres, dispostos
em estruturas de folhas de bicamada. Os lipidios que preenchem o espacgo
intercelular formam a camada hidrofobica responsavel pela funcdo de barreira,
impedindo assim a perda de agua e progressao de substancias hidrofilicas (PIERRE
et al, 2001b).

Do ponto de vista de penetracdo, a pele pode ser considerada como
barreira mecanica nanoporosa, com poros hidrofilicos e diametro variando de 0,4 a
36nm, por onde as moléculas com capacidade de penetracdo atravessam a pele
(BERTOLINI, 2009). Entre as caracteristicas cutaneas que influenciam a permeacéao
encontram-se a espessura da camada cornea, a concentracao dos foliculos pilosos
e o0s arranjos das camadas lipofilicas e hidrofilicas (CHORILLI et al, 2007,
(BERTOLINI, 2009).

7z

O transporte de farmacos pela pele é complexo, devido as
propriedades estruturais distintas de ambos. Podem ser destacados trés fatores que
influenciam a penetracdo percutanea: (1) As propriedades fisico-quimicas da
molécula do medicamento penetrante; (2) o sistema de liberacdo do farmaco; (3) a
combinacdo entre pele, farmaco e sistema (BERTOLINI, 2009). Assim, alteracdes
nas propriedades fisico-quimicas do farmaco, na sua formulagdo ou no sistema de
liberacdo podem facilitar a permeacao do ativo de interesse consequentemente, o
sucesso da TFD (GERRITSEN et al, 2008).

Vérias estratégias estdo sendo levadas em conta para vencer a
limitagdo da penetracdo do fotossensibilizante e a absor¢cdo e seu metabolismo
dentro da pele, comecando com as técnicas para diminuicdo da barreira do estrato

corneo, o que pode ser feita com creme esfoliante, curetagem leve e
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microdermoabrasdo. Nos casos de carcinoma basocelular nodular tem se tentado

também o shaving e eletrocirurgia prévia (GERRITSEN et al, 2008).

Entre os promotores fisicos de penetracdo tem-se: (1) o uso de
iontoforese; (2) o aumento da temperatura da pele no inicio do tratamento, com
resultados variaveis; (2) sonoferese, com pré-aplicacdo de ultrassom de baixa
frequéncia, o que mostra significante aumento da penetracao e retencéo do ALA na
pele comparado com a penetracdo passiva (KRISHNAN et al, 2013); (3) o uso de
laser ablativo (LEE et al, 2010) e de microagulhas (TOREZAN et al, 2013) e (4) o
desenvolvimento de ALA e M-ALA em forma de sistemas de adesivos transdérmicos,
gue tém a vantagem de ter a mesma quantidade do medicamento, mostrando bons
resultados (BABILAS et al, 2010). O desenvolvimento de novos derivados do proprio
ALA a fim de torna-lo mais lipofilico e assim aumentar a sua penetracdo foi
estimulado e assim, foi desenvolvido o metil-ALA, representado como M-ALA, nome
comercial Metvix®, jA em uso clinico, e posteriormente o hexyl-ALA (H-ALA) que
mostra-se promissor (MORROW et al, 2010).

Os promotores de absorcdo sdo substancias quimicas usadas como
excipientes com a finalidade de aumentar a absorcédo de medicamentos tépicos, que
agem alternando a composicdo e ou organizando as camadas lipidicas e proteicas
do extrato corneo, diminuindo assim sua funcdo de barreira. Atuam nos caminhos
polares e/ ou apolares do extrato corneo, modificando a polaridade dos lipidios ou
das proteinas e, consequentemente, interferindo na estrutura rigida dos lipidios da
matriz, aumentando a fluidez. Podem também desnaturar as proteinas dos

ceratindcitos, diminuindo seu grau de compactacédo (BERTOLINI, 2009).

E, por fim, ha os chamados sistemas de entrega mais seletivos,
especialmente os que empregam estratégias da nanobiotecnologia, como o ALA em
veiculo nanoestruturado, o Nano-ALA. Estas nanoestruturas visam especificidade e
aumento da penetragdo do pro-farmaco e assim melhoria dos resultados obtidos
com a TFD (YANG et al, 2009).

Para aumentar a eficacia do tratamento com a TFD, além das
pesquisas que tém sido feitas no sentido de aumentar tanto a penetracdo dos
medicamentos como a producéo do PplX, tém sido desenvolvidas fontes de luz mais

especificas e de baixo custo, assim como novos protocolos clinicos.
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3.3 Farmacos fotossensibilizantes

Fotossensibilizantes sdo compostos que absorvem a energia luminosa
em um comprimento de onda especifico e tornam-se excitados, provocando uma

reacao quimica com o oxigénio molecular ( WACHOWSKA et al, 2011).

Existem dois tipos de fotossensibilizantes, os quais sdo ou n&o
derivados de porfirina. Por sua vez, os fotossensibilizantes da familia porfirina se
classificam em trés geracbes: os de primeira geracdo sao derivados de
hematoporfirina de uso sistémico e, apesar de eficientes em quase todos os tipos de
tumores, apresentam reacao cutanea de fotossensibilidade por periodo prolongado,
ou seja, durante todo o tempo necessario para a eliminacdo do farmaco pelo
organismo (REGO, 2008; WACHOWSKA et al, 2011).

O ALA e seus derivados séo considerados de segunda geracéo e seu
principal diferencial é superar a fotossensibilidade prolongada, enquanto os
fotossensibilizantes de terceira geragcdo sao o0s agentes fotossensibilizantes
acoplados ao anticorpo ou qualquer outra moléculas alvo (WACHOWSKA et al,
2011).

Em 1990, Kennedy, Pottier e Pross revolucionaram a TFD com uma
técnica simples baseada na aplicagcdo de uma substancia topica, o acido 5-delta
aminolevulinico (ALA). O ALA é um precursor da protoporfirina IX (PplX) que é
sintetizada no interior das células por meio da biossintese do grupo Heme. A PpIX é
o intermediario porfirinico com atividade fotodinamica e, quando ativado por luz azul,
emite fluorescéncia vermelha intensa (REGO, 2008; TOREZAN, 2009a).

As caracteristicas ideais de um fotossensibilizante para a TFD séo a
pureza quimica, a capacidade de localizacdo especifica em tecido neoplasico, 0
intervalo pequeno entre a administragdo do farmaco e o acimulo maximo no tumor,
a meia-vida curta, a eliminacdo rapida do tecido normal, a ativacdo por
comprimentos de onda com Otima penetracdo no tecido alvo e a capacidade de
produzir grande quantidade de produtos citotoxicos (KALKA; MERK; MUKHTAR,
2000; FELICIO et al, 2008).

O ALA é um composto hidrofilico em pH fisioldgico, por isso possui
capacidade limitada de atravessar as barreiras biologicas hidrofébicas da pele, como
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membranas celulares e extrato cérneo. Essa penetracdo € uma condi¢do
fundamental para conversdo do ALA em PpIX (KLOEK; AKKERMANS; VAN
HENEGOUWEN, 1998). Em células de mamiferos, o ALA é carreado principalmente
por mecanismos de transporte ativo que requerem energia. Esses sistemas sao
lentos, mas encontram-se levemente acelerados em células tumorais (RUD et al,
2000, GAULLIER,1997). Os melhores resultados terapéuticos sdo obtidos com
concentracfes entre 10% e 20% (MORTON et al, 2002). O uso do ALA topico tem
aprovacado pelo FDA (Food and Drug Administration/lUSA) para tratamento de
ceratose actinica desde 1999. A taxa de transporte do ALA através da membrana
plasmatica é o Unico limite para o acumulo de porfirinas fluorescentes nas células

tratadas.

Na tentativa de minimizar muitos dos problemas encontrados na
aplicacao topica do ALA, como descrito acima, foram desenvolvidos farmacos mais
lipofilicos derivado do ALA, como o metilaminolevulinato ou M-ALA (GEDERAAS et
al,2001). O M-ALA ¢é um derivado esterificado do ALA, é lipofilico e apresenta maior
seletividade para células neoplasicas quando comparado ao ALA. Em geral, os
agentes sensibilizantes lipofilicos sdo captados pela célula por penetrarem
diretamente pela membrana plasmatica, e essa captacdo aumenta em proporcao
direta com a hidrofobicidade da molécula, enquanto as moléculas hidrossollveis séo
captadas por pinocitose (CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA, 2007).

Um maior grau de hidrofobicidade pode aumentar a eficacia por
promover altos niveis de fototoxicidade induzida por PpIX (MORTON et al, 2002). O
M-ALA é transportado por mecanismo ativo e também por difusdo passiva pela
membrana. O mecanismo passivo ndo requer energia e ndo é saturavel, sendo
eficiente principalmente nas células neoplasicas (TOREZAN; NIWA; NETO, 2009b).
A maior seletividade para células tumorais, detectada por fluorescéncia da Pp IX,
pode ser favorecida pela melhor penetracdo através das membranas celulares

quando comparado ao ALA.

Até o0 momento, ndo sdo bem esclarecidos os mecanismos pelos quais
ocorre a retencdo seletiva dos fotossensibilizantes nos tecidos malignos. Algumas
hipoteses incluem a permeabilidade alterada da membrana celular, o aumento do

namero e da permeabilidade dos vasos sanguineos, bem como a drenagem linfatica
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diminuida. Além disso, o pH baixo no fluido intersticial nos tumores facilita a
biodistribuicédo seletiva dos fotossensibilizantes (TOREZAN; NIWA; NETO, 2009b).

Logo apds a penetragdo, o M-ALA é demetilado em ALA, e as etapas
metabdlicas subsequentes até a producéo da PplX intramitocondrial s&o as mesmas
(KALKA; MERK; MUKHTAR, 2000; CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA,
2007). O M-ALA é aprovado para tratamento de ceratose actinica, bem como para
tratamento de CBC superficial e nodular. Em 2009, o M-ALA foi aprovado para
tratamento da doenca de Bowen também no Brasil. A TFD com M-ALA e luz

vermelha tem protocolo de técnica de aplicacdo bem estabelecido.

Uma das vantagens do uso tanto do ALA quanto do M-ALA é que séo
rapidamente degradados pelo organismo, eliminando em poucas horas possiveis
riscos da fotossensibilizacdo do tecido (WEBBER; KESSEL; FROMM, 1997). Além
disso, sdo quimicamente puros, absorvem luz préoxima ou acima de 650 nm e, em
funcdo das baixas doses administradas, os efeitos colaterais tendem a ser pouco ou
nada pronunciados (CALZAVARA-PINTON; VENTURINI; SALA, 2007). No entanto,
0 M-ALA possui uma tendéncia a apresentar melhor resposta fotodinamica do que o
ALA, principalmente devido as diferencas entre as formula¢cdes dos medicamentos
(REGO, 2008). Atualmente, novas pesquisas para avaliar a melhoria da penetracao
do ALA tém sido feitas com base na nanobiotecnologia, especialmente no que se

refere a veiculos em nanoemulséo.

3.4 Nanobiotecnologia

A nanotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar que tem avancado
rapidamente nos ultimos anos, encontrando aplicacdes nas mais diversas areas,

desde setores da eletronica até a industria farmacéutica (CATTANEO et al, 2010).

Os materiais em nanoescala apresentam caracteristicas fisicas,
quimicas, opticas, eletrénicas, mecanicas e térmicas diferentes das do seu material
de origem ou bulk (DELOUISE, 2012), na maioria das vezes advindas do aumento

da area de superficie em relacéo ao seu volume (NEL et al, 2006).
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Nanobiotecnologia e nanomedicina s&o ramos da nanotecnologia que
exploram essa ciéncia e suas aplicacfes na salude e tem expectativas promissoras
para o tratamento do cancer e doencas infecciosas, entre outras (CATTANEO et al,
2010).A descobertae desenvolvimentode novos farmacos, materiais implantaveis e
dispositivos ou maquinas molecularesdimensionadosem escala nanométrica
introduziram uma renovacao expressiva nas estratégias de liberacdo controlada e
direcionada de farmacos, do diagnostico, substituicdo de tecidos, e / ou auxilios
cirdrgicos. No final de 2009. o Instituto Nacional de Saude norte-americano (NIH,
BETHESDA, MA, USA; http://www.clinicaltrials.gov) mantinha quase 600 estudos
clinicos usando nanoprodutos, sendo que 40 % deles, nas fases | e Il. Outros
nanoprodutos se limitaram aos estudos in vitro, enquanto algumas nanodrogas ja
tem liberacéo para uso clinico (CATTANEO et al, 2010).

Os sistemas de carreamento e liberacdo de drogas estdo entre os que
possuem maior potencial de aplicacdo na nanomedicina. Eles protegem o
fotossensibilizante do ambiente externo, evitam a sua agregacdo, melhoram a
acumulacao seletiva no tecido doente e liberacdo sustentavel e assim, melhoram a
eficacia terapéutica, reduzem efeitos colaterais e a toxicidade e aumentam a
biodisponibilidade dos farmacos (SILVA et al, 2013).

Entre os principais sistemas nanoestruturados para carreamento de
farmacos e vacinas, temos o0s lipossomas, ciclodextrinas, dendrimeros,
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas inteligentes, nanoparticulas magnéticas,
logBes coloides e emulsdes (ROSSI-BERGMANN, 2008; ARAUJO; THOMAZINE;
LOPEZ, 2010; ZHANG et al, 2011).

Os lipossomas tém como desvantagens a baixa eficiéncia de
incorporacdo, instabilidade e custo alto (ZHANG et al, 2011). Ao contrario dos
lipossomas, as particulas poliméricas ndo possuem um nucleo aquoso, mas sim uma
matriz solida constituida de polimeros. O farmaco € agregado, encapsulado ou
adsorvido as particulas, e, dependendo do método de preparacédo, pode-se obter
nanoesferas ou nanocépsulas. O farmaco € liberado gradualmente da particula por

erosao ou difusdo (ROSSI-BERGMANN, 2008).

Devido a sua maior estabilidade e durabilidade, as nanoparticulas
podem ser estocadas em temperatura ambiente por tempo prolongado. Elas tém
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sido usadas em proteses ortopédicas, fios de sutura biodegradaveis, carreadores de
DNA (terapia génica) e veiculagdo de quimioterapicos para o tratamento de cancer
cerebral e de prostata (ROSSI-BERGMANN, 2008).

As nanoemulsdes sdo bem aceitas por aumentarem a permeabilidade
da pele as substancias lipofilicas, hidrofilicas e anfifilicas, além de conferirem
estabilidade a droga e terem acdo prolongada (ARAUJO; THOMAZINE; LOPEZ,
2010; ZHANG et al, 2011). Por fim ressalta-se a boa tolerabilidade das
nanocarreadores na pele (ZHANG et al, 2011; PASSOS, 2012).

A fase oleosa, o tipo de emulséo e o farmaco usado sédo considerados
fatores que interferem na penetracdo cutanea dos medicamentos. Em emulsdes
agua/dleo (A/O), o principal mecanismo gque rege a penetracdo cutanea € a taxa de
liberacdo do medicamento da fase interna. Por outro lado, em emulsfes Oleo/agua
(O/A) de d6leo de soja, a penetracdo através de foliculos pilosos e a atividade
termodinamica do agente sdo os fatores possivelmente predominantes. (ZHANG et
al, 2011).

Com o objetivo de melhorar a estabilidade, aumentar a penetracao e,
portanto, a eficacia da TFD, assim como reduzir o tempo de oclusdo do ALA, foi
desenvolvida uma nanoemulséo lipidico-polimérica para veiculagdo do ALA (Nano-
ALA), aplicando dessa forma a nanotecnologia em um sistema de entrega de drogas
usadas em terapia fotodinAmica. Cabe ressaltar que ja foram conduzidos estudos de
terapia fotodindmica com o Nano-ALA no qual foi veiculado ALA 20%. Este sistema
apresentou excelente eficacia, tolerabilidade para tratamento das ceratoses
actinicas, carcinoma basocelular superficial e doenca de Bowen, como verificado
aos 3 e 12 meses de seguimento (PASSOS, 2012).

35 Fontes de luz

Uma fonte de luz com espectro de emissdo que corresponde ao
espectro de absor¢cdo do agente fotossensibilizante é condigdo necesséria para se
determinar a eficacia do procedimento. A absor¢cdo méxima da luz pelas porfirinas

estd proxima de 405 nm. Essa faixa de absorcdo maxima € denominada de
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Soretband. Outros picos menores de absorcdo, chamados de Q-bands, se
encontram em 510, 545, 580 e 630 nm.

Embora a luz azul coincida com o pico de absorcdo das porfirinas,
possibilitando ativacéo fotodindmica, a sua penetracdo € suficiente somente para o
tratamento de lesbBes superficiais. Por sua vez, a luz vermelha oferece maior
penetracdo no tecido e estd na faixa de comprimento de onda denominada de
“‘janela oOptica terapéutica”. Ela permite que a foto-oxidacao dos tecidos tumorais seja
efetiva tanto na leséo superficial (OSTLER et al, 2000), quanto nas lesdes mais
espessas, motivo pelo qual a maioria dos estudos clinicos é realizada com luz de
comprimentos entre 625 e 633 nm (KALKA; MERK; MUKHTAR, 2000).

Embora a luz vermelha com comprimento de onda de 635 nm seja
capaz de penetrar cerca de 6 mm na pele, enquanto as de comprimento de onda
entre 400 e 500 nm penetram apenas 1 a 2 mm, sua espessura terapeuticamente
efetiva parece estar entre 1 e 3 mm. Isso se deve a capacidade de producdo da
reacao fotodindmica, a qual dependera da dose de luz e também da quantidade de
fotossensibilizante no tecido alvo (MORTON, 2004).

A eficacia clinica da TFD depende da dosimetria, isto é, da dose total
de energia, do tempo de exposi¢ado a luz e do modo de liberacdo da luz, ou seja, se
simples ou fracionada. A fluéncia também pode afetar a resposta a TFD
(HENDERSON, BUSCH, SNYDER, 2006). As energias utilizadas normalmente
variam de 50 a 150 mw/cm?, enquanto o tempo de exposicdo a luz varia de modo
inverso a energia. Além disso, nas energias mais altas pode ocorrer um efeito
térmico aditivo em relacdo a fluéncia (TOREZAN, 2011) ou, em outras palavras, a
dose total de luz utilizada durante a sessdo de TFD. Os tumores malignos

necessitam, em geral, de fluéncias maiores.

Entre as fontes de luz ndo coerentes disponiveis e descritas em
estudos clinicos de TFD no tratamento do cancer tem-se as lampadas de diodo (LED)
e, mais recentemente, a luz intensa pulsada (ZELICKSON, 2005). Os LED (luz
emitida por diodo) sdo componentes eletrénicos semicondutores ligados entre si e
gue geram luz. Fornecem uma fonte de luz confiavel e de alta poténcia em faixas
estreitas de bandas de luz (entre 20-50 nm) e podem ser distribuidos em painéis

para promover a iluminagcdo de uma superficie ampla e homogénea. Este aspecto é
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muito importante, pois uma distribuicao irregular da luz pode deixar de tratar partes
de um tumor superficial mais extenso. S&o de facil uso e de meia vida longa
(BABILAS et al, 2010).

Este trabalho tem o escopo de aprofundar o estudos prévios e
comprovar a eficacia e tolerabilidade do Nano-ALA para o tratamento do carcinoma
basocelular nodular com espessura de até 2 mm, assim como comparar esse

resultado ao do M-ALA, j& em uso clinico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento da pesquisa

Trata-se de um ensaio clinico prospectivo, randomizado, nao cego,
comparando Nano-ALA e M-ALA na terapia fotodinamica de lesbes de carcinoma
basocelular nodular confirmadas pelo exame histopatolégico, com espessura de até

dois milimetros.

4.1.1 Amostras fotossensibilizantes

Neste trabalho foram empregados como agentes fotossensibilizantes
Nano-ALA em concentracdo 20 % de ALA e acondicionado em seringas de 1mL
(desenvolvido e manipulado pelo Grupo de Fotobiologia e Fotomedicina da
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLFR-USP) e
gentilmente cedido para realizacdo desta pesquisa) ou creme contendo
Metilaminolevulinato (M-ALA) 16% (Metvix®; Galderma, Franca).

Como descrito por Passos (2012), para “a produgdo do Nano-ALA, o
ALA foi encapsulado em uma nanoemulsédo polimérica produzida a partir de acido
polilactico-poliglicélico e de lipidesfosfatidilcolina (50:50), com tamanho médio
variando de 100 a 300 nm. A nanoemulsdo polimérica de Oleo-em-agua foi
preparada na presenca de ALA pelo processo de emulsificagdo espontéanea,
conforme descrito na literatura (PRIMO et al, 2011). Em resumo, a fase organica
(acetona ou mistura de solventes organicos) contendo triglicérides de cadeias
meédias, fosfolipides de soja naturais e ALA (Dye Pharmaceutical, Brasil), este altimo
a uma concentracao final de 20%, foi preparada a 55°C. Subsequentemente, esta
solucdo organica foi adicionada a fase aquosa contendo o surfactante anibnico,
poloxamero 188 (Sigma-Aldrichco., St. Louis, MO, EUA), sob agitacdo magnética. O
solvente orgéanico foi removido por evaporacdo sob pressdo reduzida a 60°C”. A
amostra foi previamente caracterizada por microscopia eletrénica de transmisséo e
zetasizer (PASSOS, 2012).
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4.1.2 Participantes e local da pesquisa

Foram incluidos no estudo pacientes que frequentam os ambulatorios
de dermatologia de tumores do Hospital Regional da Asa Norte em Brasilia (HRAN),
com diagndstico histopatoldgico de carcinoma basocelular do tipo nodular de baixo

risco e com espessura de até 2mm.

O diagndstico foi confirmado pelo exame histopatolégico apds uma
biopsia com punch de tamanho de 2,5 ou 3 mm no centro da lesdo ou local que
corresponde clinicamente a maior espessura do tumor. O material da biopsia foi
encaminhado no mesmo dia em frasco de formol a 10%, devidamente identificado,
para o laboratorio de analise histopatoldégica do HRAN e seguiu a rotina de servi¢os
desse setor. Foi feita revisdo das laminas com outro servi¢co de laboratério particular

para conferéncia dos laudos e da medida de espessura do tumor.

Foram incluidos no estudo 24 pacientes consecutivos, com um total de
30 lesbes de CBCn com espessura de até 2 mm, que concordaram livremente
participar da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(apéndice ). A idade dos pacientes, aptos a tomarem decisdes de modo pleno e livre,

foi entre 38 e 84 anos.

Eram critérios de exclusdo a histéria de doencas fotossensiveis
(doencas que podem piorar com exposicdo a luz), como lipus eritematoso e porfiria,
assim como histérico de fotossensibilidade ou reacdes fotoalérgicas. Também foram

excluidas gestantes e lactantes.

Os pacientes foram divididos em dois grupos de modo aleatério
conforme a disponibilidade do material e as conveniéncias do servi¢co, tendo um
grupo recebido Nano-ALA-TFD e outro M-ALA-TFD, conforme o protocolo citado
adiante.
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4.2 Procedimentos de coleta de dados

4.2.1 Preparo das lesdes, coleta da amostrae TFD

As lesdes previamente selecionadas por estudos histoldgicos foram
submetidas a antissepsia com clorexidina e posteriormente limpas com solucao
fisiologica 0,9%. Foi entdo realizada curetagem superficial sem causar sangramento
e, por fim, aplicado um dos dois farmacos fotossensibilizantes conforme técnicas

utilizadas em estudos anteriores.

Nano-ALA ou M-ALA foi aplicado nas les@es, respeitando-se 5 mm de
margem. Em seguida, as areas foram ocluidas durante 3 horas com papel filme de
PVC recoberto com papel aluminio fixado com esparadrapo microporoso. ApGs esse
periodo, a ocluséo foi retirada e as lesdes lavadas com soro fisiol6gico e expostas a
irradiacdo com luz visivel no comprimento de onda na faixa da luz vermelha, de
acordo com a substancia fotossensibilizante usada, conforme segue (Tabela 2): (1)
no grupo de pacientes em que foi usado Nano-ALA foi aplicada a cabeca PDT
(MULTI WAVES® INDUSTRIA, SAO PAULO, BRASIL), tempo de exposicdo de 7
minutos e energia de 90mW e a fluéncia de 37,8J/s; (2) no grupo em que foi usado
M-ALA como agente fotossensibilizante, fez-se o uso de LED de luz vermelha com
comprimento de onda de 635nm na dose de 37 J/cm 2 (AKTILITE®, PHOTOCURE,
NORWAY).

Tabela 2 - Protocolos de TFD utilizados no estudo.

Grupo Agente fotossensibilizante Fonte de luz Energia/dose

Nano-ALA Luz vermelha — 90Mw

Grupo | 630nm A
(FFCLFR-USP) PDT-MultiWaves® Fluéncia 37,8J/s

M-ALA Luz vermelha —

Grupo Il . 635nm 37J/cm?
(Metvix® - Galderma) AKTILITE®




44

Apébs o tratamento, os pacientes foram orientados a lavar a lesdo com
agua e sabéo e utilizar um creme cicatrizante (Fibrase®). Antibidtico sistémico foi
feito em caso de infeccdo secundaria. O mesmo procedimento foi repetido com

intervalo de uma semana.

4.2.2 Avaliacéo da eficacia e seguimento

Os pacientes foram acompanhados em retornos para seguimento

clinico 7, 14, 21 e 90 dias apds a primeira aplicacao.

A avaliacdo da eficacia foi feita clinicamente e histopatologicamente,
trés meses apos a terapia fotodindmica (90 dias apds a primeira aplicacdo). A
avaliacdo clinica consistiu em exame clinico pela pesquisadora que, com a
ectoscopia, diagnosticava cura clinica ou persisténcia do tumor. Nessa mesma data,

era feita biopsia excisional da area tratada para estudo histopatoldgico.

O estudo histopatoldgico por biopsia excisional apds a TFD representa
0 padrdo ouro de avaliacdo da eficacia do tratamento e objetivava também a cura do
CBC. O resultado da bidpsia excisional foi utilizado para investigar a acuracia do
diagndstico clinico pés-tratamento e eventuais fatores associados a falha terapéutica,
como por exemplo a espessura do tumor, localizacdo em area de risco e idade do

paciente.

ApoOs o término da pesquisa, 0s pacientes desse projeto mantiveram-
se acompanhados a cada 3 ou 6 meses, de acordo com o grau de comprometimento
actinico da sua pele em geral e de acordo com os protocolos estabelecidos para o
tipo de doenca. Este procedimento vem sendo realizado no servico de Dermatologia
do HRAN.
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4.2.3 Avaliacao de tolerabilidade

4.2.3.1 Avaliacao da dor

A dor e ardéncia foram avaliadas durante o tratamento por uma escala
numeérica verbal, sendo todos os pacientes solicitados para avaliar a intensidade da
dor e dar nota de zero a 10, sendo zero a auséncia de dor e 10, o valor maximo

verificado logo apos cada aplicacéo.

4.2.3.2 Avaliagdo de outros efeitos adversos

A presenca ou auséncia dos efeitos adversos imediatos, como edema
e eritema, foram observadas logo apO6s cada aplicacdo e avaliados em escala
semiquantitativa variando de um a quatro em ordem crescente de intensidade.
Formacgéo de crostas, infeccdo e ulceragdo foram investigadas clinicamente uma

semana apés o tratamento.

4.3 Procedimentos éticos

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica para
pesquisa com seres humanos (liberada na Plataforma Brasil em setembro de 2013)
e foi realizado de acordo com os critérios estabelecidos pela Resolucao 196/96 do
Conselho Nacional de Saude. Os pacientes somente foram incluidos na pesquisa
apos assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), conforme

modelo no Apéndice I.

4.4 Analise estatistica

Para a andlise estatistica, foram executadas as estatisticas descritivas,
como calculo das frequéncias relativas e o0 resumo estatistico das variaveis
continuas (medidas de tendéncia central e de dispersdo). Para comparacdo de

proporcdes, utilizou-se o teste exato de Fisher. Para comparacdo de variaveis
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continuas e ordinais, foi utilizado o teste U de Mann-Whitney e o teste de Wilcoxon,
para amostras ndo pareadas e pareadas respectivamente. A correlagdo entre
variaveis continuas sem distribuicdo normal foi testada pelo teste de Spearman. Os
dados foram analisados no programa SPSS® versdo 20.0. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacao clinica do carcinoma basocelular nodular

Os participantes do estudo apresentavam lesdes clinicas suspeitas de
CBC e tiveram confirmacao diagnostica de CBC nodular apés biopsia por punch.A

figura 4 ilustra a apresentacédo clinica de tumores de 4 sujeitos da pesquisa.

Figura 4 - Fotos llustrativas da apresentacdo clinica de CBC nodular em quatro
participantes da pesquisa. Destaca-se a multiplicidade das lesbes
observadas na ultima foto (Fotografias de autoria da pesquisadora).

5.2 Caracterizagdo do processo de TFD

A figura 5 ilustra a terapia fotodindmica de dois participantes da
pesquisa tratados com M-ALA, com imagens do tumor pré-TFD e poOs-TFD e
imagens de fluorescéncia da primeira e segunda sessdo, destacando-se a maior

intensidade dessa na segunda aplicacéo de TFD.
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Figura 5 - Fotos ilustrativas do processo de M-ALA-TFD em dois participantes da
pesquisa. Da esquerda para direta:(A) lesdo pré- tratamento, (B)
fluorescéncia na primeira sesséao,(C) fluorescéncia na segunda sesséo e
(D) lesdo 3 meses apods o tratamento. Destaca-se a maior intensidade da
fluorescéncia na segunda sessao em relacdo a primeira. (Fotografias de
autoria da pesquisadora).

5.3 Caracterizacdo da populagdo amostral investigada

Foram tratadas 30 leses de CBC nodular em 24 pacientes, 12 dos
guais homens (50%). A idade média dos participantes da pesquisa era de 62 anos e
75% tinham tipo de pele Il ou Ill de acordo com a classificagao de Fitzpatrick e 75%

possuiam olhos de cor escura.

Apbs divisao aleatoria das 30 les6es em dois grupos, 14 lesdes de 14
individuos foram incluidas no grupo Nano-ALA e 16 lesGes de 11 individuos no
grupo M-ALA (um mesmo paciente teve uma leséo tratada com Nano-ALA e outra
com M-ALA). A média de idade foi semelhante nos dois grupos (62 anos no grupo
M-ALA e 64 no M-ALA). As caracteristicas dos individuos quanto a sexo, tipo de pele
e cor dos olhos nos grupos de tratamento € apresentada na tabela 3, ndo havendo

diferenca estatisticamente significante.
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Tabela 3 — Caracteristicas dos sujeitos da pesquisa quanto ao sexo, tipo de pele, e
cor dos olhos nos grupos de tratamento.

Tratamento
Nano-ALA M-ALA Total p*
N % N % N %

Sexo Masculino 7 50,0 9 56,3 16 53,3
Feminino 7 50,0 7 43,7 14 46,7 1,00

Total 14 100 16 100 30 100

Tipo de pele 1 0 0,0 2 12,5 2 6,7

(Fitzpatrick’) 2 7 50,0 2 12,5 9 30,0
3 4 28,6 9 56,3 13 43,3 0,07

4 3 21,4 3 18,7 6 20,0

Total 14 100 16 100 30 100

Cor dos Escuros 11 78,6 12 75,0 23 76,7

Olhos

Claros 3 214 4 25,0 7 23,3 1,00

Total 14 100 16 100 30 100

*Teste exato de Fisher

5.4 Caracterizacao das lesdes investigadas

Quanto a localizagéo, do total de 30 lesGes de CBCn, 26 (86,7%)
localizavam-se na face, e 14 (46,7%) em area consideradas de alto risco (46,70%).
N&o foi observada diferenca significativa do ponto de vista estatistico quanto a
localizacdo das lesdes nos dois grupos (tabela 4). Entretanto, observa-se uma

tendéncia numérica de maior numero de lesdes em areas de alto risco no grupo

! Classificacdo de fototipos de Fitzpatrick (SUZUKI et al, 2011):
| — Branca — Sempre queima — Nunca bronzeia — Muito sensivel ao Sol
Il — Branca — Sempre queima — Bronzeia muito pouco — Sensivel ao Sol
Il — Morena clara — Queima (moderadamente)— Bronzeia (moderadamente) — Sensibilidade normal ao Sol
IV — Morena moderada — Queima (pouco) — Sempre bronzeia — Sensibilidade normal ao Sol
V — Morena escura — Queima (raramente) — Sempre bronzeia — Pouco sensivel ao Sol
VI — Negra — Nunca queima — Totalmente pigmentada — Insensivel ao Sol.
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tratado com Nano-ALA, com 64,3% das lesdes em areas de alto risco versus 31,2%
no grupo do M-ALA, embora sem atingir significancia estatistica (P = 0,14).

Tabela 4 — Distribuicdo das les6es quanto a localizacdo em tronco ou face e em area
de risco nos dois grupos de tratamento, antes da intervencéo.

Tratamento
Nano-ALA M-ALA Total p*
N % N % N %
Face 11 78,6 15 93,7 26 86,7
Localizacdo Tronco 3 21,4 1 6,3 4 13,3 0,32
Total 14 100 16 100 30 100
Alto 9 64,3 5 31,2 14 46,7
Area de risco Baixo 5 35,7 11 68,8 16 533 0,14
Total 14 100 16 100 30 100

*Teste exato de Fisher.

Em relacdo ao tamanho da lesdo e espessura histolégica do tumor no
total de 30 lesdes, a média foi de 8,97 mm e 1,18 mm respectivamente. Ndo houve

diferenca significativa acerca desses parametros nos dois grupos (tabela 5).

Tabela 5 - Tamanho da lesdo e espessura histolégica do tumor antes da terapia
fotodinamica nos dois grupos de tratamento.

Tratamento

Nano-ALA M-ALA Total p*

Média Erro padrdo Média Erro padrdo Média Erro padrao

Tamanho da lesdo (mm) 9,64 1,01 8,38 0,46 8,97 0,53 0,59

Espessura do tumor (mm) 1,21 0,14 1,16 0,14 1,18 0,10 0,62

*Teste U de Mann-Whitney.
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5.5 Relagbes entre espessura pré-tratamento do tumor e tamanho e local da

lesdo

Os dados do tumor antes do tratamento com a terapia fotodinamica
foram também usados para avaliar se havia correlacdo entre o tamanho da leséo e a
sua espessura. No grafico 1 é mostrada a distribuicdo dos dados coletados em
andlise bivariada destas duas caracteristicas. Foi possivel constatar auséncia de

correlacdo, com coeficiente de correlagao r =0,03 e P = 0,6 (teste de Spearman).
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Gréfico 1 - Distribuicdo das les6es conforme tamanho e espessura antes da terapia
fotodinamica.

Na Tabela 6, é apresentada a espessura do tumor nas areas de alto e
baixo risco. A espessura média do tumor na area de alto risco era de 1,23 mm e na

area de baixo risco era de 1,14 mm, sem diferenca significativa do ponto de vista

estatistico.
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Tabela 6 - Espessura do tumor em areas de alto risco ou de baixo risco antes da
intervencao com terapia fotodinamica.

Areas de risco

Alto Baixo Total p
Média =0 Media = Media  ET©
padrao padréo padrao
Espessura do tumor (mm) 1,23 0,12 1,14 0,15 1,18 0,10 0,62

*Teste U de Mann-Whitney.

A espessura do tumor em &reas de alto e baixo risco foi estratificada
por grupos de tratamento, ndo sendo observada também diferenca significativa
(tabela 7).

Tabela 7 - Espessura do tumor em areas de alto risco ou de baixo risco nos dois
grupos de tratamento antes da intervengédo com terapia fotodinamica.

Grupo de tratamento

Nano-ALA M-ALA
Risco pP* Risco pP*
Alto Baixo Alto Baixo
Média 0  média EMO Média E"0  media EMO
padrao padrao padréao padrao

Espessura do tumor

115 017 133 027 089 138 016 105 019 046
(mm)

*Teste U de Mann-Whitney.

5.6 Avaliacao de eficécia

ApoOs a intervengdo com terapia fotodinAmica, a avaliagdo clinica
indicava a auséncia do tumor em 66,7% das lesGes. Entretanto, a cura histoldgica

ocorreu em apenas metade do total de lesfes tratadas (tabela 8).

No grupo tratado com Nano-ALA, a taxa de cura histolégica foi de

35,7%, enquanto no grupo tratado com M-ALA a taxa de cura foi de 62,5%. Apesar
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da aparente diferenca numérica, ndo houve significancia estatistica, com P = 0,27
(tabela 8).

Entre as 15 lesGes ndo curadas, 11 (73%) mantinham o padréo
histopatolégico de CBC nodular (tabela 8). Nas outras quatro, houve mudanca do
diagndstico histopatolégico do CBC, sendo uma para CBC multifocal, uma para o
tipo adendide e duas para o tipo pigmentado (tabela 8). Esses quatro tumores com
tipos e subtipos histolégicos distintos ocorreram apenas no grupo tratado com Nano-
ALA, ou seja, nenhum no grupo M-ALA (P=0,03).

Tabela 8 — Cura clinica e histoldgica apés a terapia fotodinamica.

Tratamento
Nano-ALA M-ALA Total pP*
N % N % N %
Sim 7 50,0 13 81,2 20 66,7
Cura clinica Nao 7 50,0 3 18,8 10 33,3 0,12
Total 14 100 16 100 30 100
Sim 5 35,7 10 62,5 15 50,0
e e Néo 9 64,3 6 375 15 500 027
Total 14 100 16 100 30 100
Negativo 5 35,7 10 62,5 15 50,0
Nodular 5 35,7 6 37,5 11 36,7
Resultado do  Adendide** 1 7,1 0 0,0 1 3,3 0,01
et é’rftz Multifocal* 1 7.1 0 0,0 1 3,3
Pigmentado** 2 14,3 0 0,0 2 6,7
Total 14 100,0 16 100,0 30 100,0

*Teste exato de Fisher.
**Qbservacao: Total de 4 casos de tipos e subtipos distintos de CBC nodular encontrados na biopsia
pos-tratamento. Os quatro ocorreram no grupo tratado com Nano-ALA (P=0,03).
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A terapia fotodindmica levou a reducdo da espessura média do tumor
(Tabela 7) de 1,18 mm para 0,72 mm (P<0,001). Quando os dois grupos foram
analisados separadamente, constatou-se a reducdo da espessura do tumor foi

significativa apenas no grupo do M-ALA, com P<0,001 (tabela 9).

Tabela 9 - Espessura do tumor nos dois grupos de tratamento antes e apés a terapia
fotodinamica.

Nano-ALA M-ALA Total
Média EP Média EP Média EP

Espessura pré-tratamento do tumor (mm) 1,21 0,14 1,16 0,14 1,18 0,10
Espessura pés-tratamento do tumor (mm) 1,02 0,29 0,45 0,15 0,72 0,16
P 0,28 0,0002 0,0003

*Teste de Wilcoxon.

5.7 Relacao entre o critério clinico e a analise histopatolégica no desfecho

do tratamento

Para investigar a acuracia da avaliagdo clinica pos-TFD para o
diagnéstico de cura ou persisténcia do tumor, foi comparado o diagndstico clinico
com o resultado da biopsia excisional (tabela 10). Entre os 20 casos diagnosticados
clinicamente como curados, seis persistiam com tumor na bidpsia (30% de falsos
negativos). Entre as 10 lesbes nas quais suspeitou-se clinicamente da presenca de
tumor, em 9 houve confirmacgéo histolégica da neoplasia, havendo portanto 10% de
falsos positivos. Constatou-se entdo que a sensibilidade da avaliacéo clinica foi de
65,3% e a especificidade de 93,3%.
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Tabela 10 — Cura clinica versus cura histolégica nos grupos de tratamento.

Grupo de tratamento

Nano-ALA M-ALA Total
Cura clinica Cura clinica Cura clinica
Sim Nao Sim Nao Sim Nao

N % N % N % N % N % N %

Sim 4 571 1 143 10 76,9 0 0 14 70,0 1 10,0

_Cura Najo 3 429 6 87 3 231 3 100 6 300 9 900
Histologica
Total 7 100 7 100 13 100 3 100 20 100 10 100
px 0,27 0,04 0,005

*Teste exato de Fisher.

5.8 Relacao de fatores prognosticos e resposta ao tratamento

Foram também analisados os fatores que eventualmente influenciaram
a resposta ao tratamento. Para tanto, foi feita andlise da associacdo entre o
desfecho histopatolégico no total de ledes com algumas variaveis pré-tratamento
como a faixa etéaria, a localizacdo do tumor, o tamanho da lesdo e a espessura
histolégica do tumor (tabela 11). Entre essas varidveis, houve associacao
significativa apenas entre localizagédo da lesdo em area de alto ou baixo risco com o
desfecho histolégico, sendo o niumero de casos curados maior em areas de baixo
risco (P = 0,0007). A taxa global de cura histol6gica nas lesdes em areas de alto

risco foi de 14,3% versus 81,3% nas areas de baixo risco.
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Tabela 11 - Cura histolégica estratificada por area de risco, tamanho e espessura
das lesGes antes da terapia, e pela faixa etaria do paciente.

Cura histolégica

Sim Nao
N % N % pP*
Alto 2 14,3 12 85,7
Area de risco 0,0007
Baixo 13 81,3 3 18,8
Menos del0 mm 8 42,1 11 57,9
Tamanho da
~ 0,45
lesdo
10 mm ou mais 7 63,6 4 36,4
Até 1mm 7 63,6 4 36,4
Espessura 0,45
1a2mm 8 42,1 11 57,9
< 65 anos 10 62,5 6 37,5
Faixa etaria 0,27
65 anos ou mais 5 35,7 9 64,3

*Teste exato de Fisher.

5.9 Eventos adversos com a terapia fotodinamica

Dor foi relatada por todos os pacientes do estudo e em escala
numérica verbal de 0 a 10, a média global de escore foi igual a 4,4 na primeira
sessao e 6,8 na segunda sesséo. Nao houve diferenca significativa no escore de dor
entre 0s grupos tratados com Nano-ALA ou com M-ALA, tanto na primeira quanto na
segunda sessdo. Também ndo houve diferenca significativa em relacéo a eritema e
edema nos dois grupos, avaliado por escore de 1 a 4, tanto na primeira quanto na
segunda sesséo (Tabela 12).
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Tabela 12 — Eventos adversos (dor, edema e eritema) nos dois grupos de tratamento
na primeira e na segunda sessao de TFD.

Tratamento
Nano-ALA M-ALA
Min.” P25 Mediana P75 Max.” Média Min~ P25 Mediana P75 Max.” Média P*
Lol.1 3 s 7 45 2 2 4 6 8 43 0667
Loz 2 a7 10 63 2 3 6 8 10 54 029
Esrggsrgzl 12 2 3 24 2 2 2 3 4 25 0728
Eiemaz’ 1 2 3 4 29 1 2 3 3 3 25 02%
Egzg‘ail 1 2 2 4 23 2 2 2 3 4 25 0423
Bdemaz’ 1 2 3 4 28 2 2 3 3 4 26 0637

*Teste U de Mann-Whitney.
**Min. = valor minimo; Max. = valor maximo.

***Escore de dor: escala numérica verbal de 0 a 10; Eritema e edema: escala de 1 a 4.

Ao se comparar a intensidade da dor entre a primeira e a segunda

sessao, foi observado aumento significativo na segunda sessao no grupo tratado

com Nano-ALA (P=0,02; Grafico 2). Na comparacao intragrupo de eritema e edema,

entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os escores encontrados na

primeira e na segunda sessao de TFD (Tabela 13).
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*Teste de Wilcoxon

Grafico 2 —

Dor na primeira e na segunda sessédo de TFD no grupo tratado com
Nano-ALA e no grupo tratado com M-ALA. Valores minimo e
maximo (extremidades), percentis 25 e 75 (limites do retangulo) e
mediana traco horizontal central).
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Tabela 13 — Comparacéo intragrupo do eritema e edema apos a primeira e segunda
sessOes de TFD nos dois grupos de tratamento.

Tratamento

Nano-ALA M-ALA

3

Min.” P25 Mediana P75 Max.” Média Min” P25 Mediana P75 Max.” Média

Eritema ;La

sessio™ 1 2 2 3 3 2,4 2 2 2 3 4 2,5

Eritema 2
sessao

p* 0,088 0,999

Edema *1*6‘
sessédo

Edema 2?2
sessao

P* 0,999 0,480

*Teste U de Mann-Whitney.
**Min. = valor minimo; Max. = valor maximo.
***Escore de dor: escala numérica verbal de 0 a 10; Eritema e edema: escala de 1 a 4.
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6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos demograficos e das lesdes

O presente estudo € um ensaio clinico prospectivo, randomizado, néo
cego, cujo escopo é comparar a eficacia e tolerabilidade entre Nano-ALA e M-ALA
no tratamento do carcinoma basocelular nodular com espessura de até 2mm por
terapia fotodinamica. Foram tratadas trinta lesées de CBC nodular em 24 pacientes
com idade média de 62 anos, variando entre 38 e 84 anos, com distribuicdo
semelhante entre os géneros (50% de homens). Os fototipos mais comuns foram os
tipos Il e Il (75% no total pela classificagédo de Fitzpatrick) e a maioria das lesdes se
localizou na face (86,7%). O perfil demogréafico e o das lesdes estudadas séo

semelhantes aos descritos para o CBC nodular na literatura (CHINEM; MIOT, 2011).

As lesbes de CBC nodular tratadas nesse estudo tinham em média 9
mm de didmetro e espessura média de 1,18 mm, avaliada por biopsia por punch pré-
tratamento. Nao foi encontrada correlacdo entre diametro e espessura das lesbes
(r=0,03), o que ¢é corroborado pela literatura cientifica e é explicado pela
caracteristica de crescimento expansivo dessa variante histolégica de CBC,
tendendo a aumentar lentamente de tamanho para areas com menor resisténcia, o
gue pode ocorrer proporcionalmente mais em diametro que em espessura (CHINEM;
MIOT, 2011).

Do ponto de vista estatistico, ndo houve diferenca entre as
caracteristicas demograficas e das lesdes nos dois grupos de tratamento (Nano-ALA
e M-ALA), indicando randomizagédo satisfatéria. As dimensbes do tumor eram
semelhantes nos dois grupos de tratamento, assim como a frequéncia de localizacdo
em face comparada a localizagdo em tronco. Entretanto, observou-se uma maior
frequéncia de lesbes em areas de alto risco no grupo Nano-ALA comparado ao
grupo M-ALA (64,3% versus 31,2%, respectivamente), embora essa diferenca néo

tenha atingido significancia estatistica (P = 0,14).
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A diferenca encontrada na frequéncia de leses em area de alto risco
entre os dois grupos provavelmente decorre do acaso. Embora a randomizagao dos
pacientes ndo tenha sido feita por lista gerada por computador, a alocacdo nos dois
grupos de tratamento foi completamente aleatéria, dependendo da disponibilidade
do agente fotossensibilizante no servigo. Essa ocorria ao acaso e, durante o estudo,
havia apenas um agente disponivel por vez, evitando assim uma eventual “escolha”
do pesquisador. Aléem do mais, a semelhanca das demais caracteristicas dos
pacientes e das lesbes nos dois grupos reforca que a randomizacdo tenha sido

satisfatoria.

A pesquisa foi limitada ao tipo histolégico nodular, por esta ser a
variante mais comum de CBC e por localizar-se preferencialmente em face, onde a
vantagem estética da TFD em relacdo a cirurgia € mais relevante. Além do mais,
embora existam muitos estudos nos ultimos anos avaliando a eficacia de ALA-TFD e
M-ALA-TFD para o CBC nodular, ainda nao existe publicagdo avaliando o uso do
Nano-ALA, ndo ha protocolo claro de orientagéo clinica definido e os resultados dos
estudos séo discrepantes, com variacado de eficacia entre 10 até 76% (FANTINI et al,
2011).

Entre os fatores que contribuem para a variabilidade dos resultados de
eficacia destaca-se a falta de critérios para definicdo das lesGes a serem tratadas,
como tamanho, localizacdo e espessura do tumor (GUPTA; REYDER, 2003;
MOSTERD et al, 2008; FANTINI et al, 2011). No presente estudo, restringimos o
didametro das lesbes para até 20 mm e a espessura do tumor em até 2 mm, ja que 0s
guidelines recomendam que a TFD para M-ALA seja limitada aos CBC nodulares
finos. No entanto, exceto pelo trabalho de Fantini (2011) que sugere que a
espessura seja de até 2 mm, ndo ha consenso acerca da definicAo exata dessa

medida.

A espessura do tumor pré-tratamento foi determinada por biopsia por
punch no centro da lesdo ou em areas onde o exame clinico sugerisse que a
espessura do tumor fosse maior. Esse procedimento, embora ndo garanta que a

amostra obtida represente a espessura real da lesdo (MORTON et al, 2013;
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MOSTERD et al, 2008; COSGAREA et al, 2013), é o método utilizado em outros
estudos de TFD. Apesar dessa limitacdo da biopsia por punch, esse é o método de
escolha para avaliar a espessura do tumor sem a excisdo completa da leséo, o que

obviamente inviabilizaria estudos com TFD.

Existem inlUmeras variaveis na TFD para tratamento do CBC, tais como
tipo de agente fotossenssibilizador, o emprego de diferentes métodos fisicos e
quimicos para aumentar a penetracdo do agente, o tempo de ocluséo, o tipo de
iluminacdo e o numero dos ciclos aplicados. No presente estudo, optamos por
aplicar o protocolo padrdo para M-ALA-TFD citado por Morton (2013), e utilizar os
mesmos principios para o Nano-ALA, ou seja, um ciclo de duas sessGes com
intervalo de uma semana, com aplicacdo de uma camada de 1mm da medicagao

sobre a lesdo e até 5mm de margens apds curetagem ndo sangrante e nao dolorosa.

Apesar de alguns estudos mostrarem maior eficacia da TFD com a
realizacdo de shaving trés semanas antes, a fim de reduzir a espessura do tumor
(BABILAS et al, 2010; MORTON et al, 2013), no presente estudo optou-se por nao
realizar esse procedimento pois o estudo foi limitado ao tratamento de tumores finos,

com no maximo 2mm de espessura.

A iluminacao foi feita ap6s 3 horas de oclusdo com ambos os produtos.
N&o obstante o tempo de oclusdo recomendado para ALA-TFD variar de 4 a 18h
(MORTON et al, 2013), baseamos nosso estudo em trabalho anteriormente realizado
com o Nano-ALA, o qual mostrou ndo haver diferenca na espectrometria da
fluorescéncia e nos resultados entre 3 e 4 horas de oclusédo. Por se tratar de
nanoemulsdo, a velocidade de penetracdo do pro-farmaco deve ser aumentada,
obtendo-se assim a mesma eficacia nesses dois tempos de oclusdo (PASSOS,
2012),

Considerando que o CBC € um tipo de neoplasia maligna, do ponto de
vista oncoldgico o objetivo do tratamento € sempre que possivel a erradicacdo do
tumor. Dessa forma, foi feita biopsia excisional de toda a lesdo ap6s o tratamento

com TFD, com objetivo de aumentar as chances de cura. A excisdo cirdrgica € um
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tratamento que reconhecidamente oferece maior indice de cura que a TFD no CBC
nodular. Um estudo randomizado com 105 lesbes de CBCn, comparando M-ALA-
TFD e cirurgia, mostrou 96% de resposta completa sustentada em cinco anos de
seguimento apos a cirurgia e menor indice de recorréncia nesse periodo que a TFD
(RHODES et al, 2007).

Outra vantagem em realizar a biopsia excisional ap6s a TFD no
presente estudo € que esse procedimento € padréo ouro para o diagnostico de cura
ou ndo do tumor, eliminando possiveis vieses relacionados aos critérios clinicos
usados para avaliar a eficacia da TFD. A maioria dos estudos que avaliam a eficacia
da TFD analisa a resposta trés meses ap0s o tratamento e adota o critério clinico de
resposta, especificado como clareamento parcial ou total das lesdes. O critério
histopatolégico, quando aplicado, é feito mais comumente por meio de biopsia
incisional que, vale dizer, pode ser feita em local que pode nao retratar a realidade
(ROOZEBOOM et al, 2012; MOSTERD et al, 2008). Em concluséo, a biopsia
excisional, embora um procedimento invasivo e com resultado estético inferior, tem
vantagens em termos de taxa de cura e diagnostico de certeza da presenca ou nao

de tumor.

No presente estudo, as lesdes tratadas foram avaliadas clinicamente e
por exame histopatoldgico, por biopsia excisional, trés meses apos a TFD, periodo
usado na maioria dos protocolos de estudo. A acuracia geral da avaliacéo clinica foi
baixa, com numero elevado de falsos negativos. Das vinte lesbes que foram
diagnosticadas clinicamente como resposta completa ao tratamento, ou seja,
aparentemente curadas, seis (30%) demonstravam tumor na biopsia, ou seja, um
namero significativo de falsos negativos. Como resultado, a sensibilidade da
avaliacdo clinica pos-TFD foi baixa (65,3%). A especificidade, entretanto, foi elevada

(93,3%), com apenas 10% de falsos positivos.

Esse resultado destaca a limitacdo do critério clinico de cura com a
TFD. Entretanto, o exame clinico tem a vantagem de ser ndo invasivo, além de ter
sua limitacdo reduzida com a avaliacdo periddica subsequente e cautela na

interpretacao.
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E possivel que os efeitos cosméticos da TFD melhorem o aspecto da
pele e expliqguem a elevada taxa de falsos negativos, ou seja, o percentual elevado
de deteccdo de tumor na biopsia de areas com aparéncia clinica livre de CBC. A
inflamacéo acarretada pela TFD e posterior fibrose pode mascarar a presenca de
tumores (FANTINI et al, 2011). Além disso, o rejuvenescimento cutaneo pelo
aumento das fibras colagenas e diminuicdo do grau de elastose na derme
subjacente, com aumento de marcadores de neocolagénese como o pré-colageno-I
e MMP-1 (TOREZAN,2011), podem melhorar o aspecto da pele e contribuir para as
falhas diagnosticas. Esse efeito cosmético foi encontrado também em estudo que
utilizou Nano-ALA-TFD em campo de canceriza¢cdo, mostrando superioridade desse
agente em relacdo ao M-ALA (PASSOS et al, 2012).

Na maioria dos estudos que avaliam a eficacia da TFD no CBC, apés a
avaliacdo em trés meses, € feito acompanhamento clinico periédico e, havendo
suspeita de presenca de tumor,realizada nova biopsia. Em caso de diagnéstico de
tumor, a maioria dos autores denomina essas lesdes de recorréncias ou de recidivas,

enguanto outros autores ponderam a possibilidade de falha priméria do tratamento.

Nos estudos de terapia fotodindmica em CBC, o numero total de
recorréncias € maior quanto mais longo o tempo de seguimento, havendo aumento
cumulativo de recidivas com o tempo (FELICIO et al, 2008; RHODESet al, 2007).
Considerando o crescimento em geral lento do CBC, é possivel compreender esse
fenbmeno, assim como supor que falhas terapéuticas com TFD séo
subdiagnosticadas, a depender da duracdo do estudo e do método de avaliacao
empregado. Em outras palavras, estudos com curto tempo de seguimento ou com
critério de cura apenas clinico, sem biopsia, podem resultar em falsos negativos

quanto a presenca de tumores.

No presente estudo, apesar da avaliacdo da eficacia da TFD ter sido
feita apds trés meses, tempo que pode ser considerado curto para avaliar as
recorréncias ou recidivas tardias, o método de avaliagdo estudado foi a biopsia
excisional que, como ja foi dito, é padrdo ouro para o diagnostico de presencga ou

nao de tumor. Portanto, apesar do tempo relativamente curto de seguimento, a
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escolha de método diagndstico de elevada acuracia permite avaliar com seguranga
o resultado da TFD no presente estudo.

6.2 Eficacia do tratamento

A taxa global de cura histolégica com a TFD nesse estudo foi de 50%.
No grupo tratado com Nano-ALA o indice de cura histologica foi de 35,7% e no
grupo tratado com M-ALA foi de 62,5%. Apesar da aparente superioridade do M-ALA,

a diferenca encontrada néo é significativa do ponto de vista estatistico, com p = 0,27.

A comparacao direta desses resultados com a literatura ndo € simples,
pois as taxas de cura descritas em outros estudos séo bastante diversas (FANTINI
et al, 2011). Entretanto, de forma geral, pode se afirmar que a taxa global de cura
encontrada no presente estudo é semelhante a taxa 53% de clareamento completo
das les@es, que foi obtida por média ponderada a partir dos dados de 12 estudos
com ALA-TFD e M-ALA-TFD no CBC nodular, com periodo de seguimento entre 3 e
36 meses (BABILAS et al, 2010).

A variabilidade dos resultados dos diferentes estudos reflete em parte
as diferencas metodoldgicas, como por exemplo, o protocolo de aplicacao da TFD,
os diferentes critérios de inclusao (tipo de tumor tratado) e a variacdo no critério de
cura (tempo e tipo de avaliacdo, ou seja, clinica ou histolégica). Como resultado, ha
significativa amplitude das taxas de cura relatadas nos estudos com TFD no CBC

nodular.

Um estudo randomizado controlado com placebo, duplo cego, realizado
em dois centros, com um total de 160 lesdes de CBC nodular, mostrou resposta
histol6gica completa avaliada por biopsiaexcisional em 73% dos casos tratados com
M-ALA-TFD, versus 27% das lesfes tratadas com placebo-TFD (FOLEY et al, 2009).
Outro estudo que revelou taxa de resposta elevada foi o conduzido por Rhodes e
colaboradores (2007), no qual foi feito acompanhamento por cinco anos de 53
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lesdes de CBCn tratadas com M-ALA-TFD, sendo encontrada uma taxa de remissao
de 76%, utilizando critério clinico de cura.

Entretanto, ha estudos com resultados com M-ALA-TFD inferiores aos
descritos acima, com taxas de cura mais baixas. Em uma série de 79 les6es de CBC
nodular tratadas com M-ALA-TFD a taxa de resposta completa, definida por critério
clinico e n&o histologico, foi de 33%, em acompanhamento semestral variando de 6
a 84 meses no total (FANTINI et al, 2011).

Tais estudos exemplificam a variabilidade dos resultados com M-ALA-
TFD no tratamento do CBC nodular, assim como mostram que os resultados obtidos
na presente pesquisa encontram-se na faixa de sucesso terapéutico relatada na
literatura. Quanto ao resultado com Nano-ALA obtido no presente estudo, nédo é
possivel comparar com outros trabalhos, pois ainda ndo ha publicacdo com esse
agente na TFD para tratamento do CBC nodular. Entretanto, ao se considerar 0s
resultados com ALA-TFD no CBChn, o indice de cura encontrado com Nano-ALA
também encontra-se na faixa encontrada na literatura, descrita por alguns autores
entre 10 e 75% (BLUME; OSEROFF, 2007).

Além do indice de cura histolégica, a variacdo da espessura do tumor
com a TFD também foi analisada nessa pesquisa. No total, houve reducéo
significativa da espessura do tumor ap6s a TFD, com média pré-tratamento de
1,18mm e 0,72mm pods-tratamento (p=0,0003). A reducdo do tamanho do tumor
apos a TFD sugere a existéncia de uma resposta parcial ao tratamento e apdia a
ideia j& documentada em revisbes sistematicas que a efetividade da TFD depende
fortemente do numero de ciclos terapéuticos, o que aumenta a sobrevida livre de
tumor para 76 a 84% (ROOZEBOOM et al, 2013).

A variagdo da espessura do tumor com a TFD, um desfecho
secundario no presente estudo, foi diferente nos dois grupos de tratamento, com
superioridade do M-ALA em relagdo ao Nano-ALA. No grupo tratado com M-ALA, e
nao no grupo de Nano-ALA, houve reducao significativa da espessura do tumor, com

p< 0,001. Entretanto, esses resultados devem ser interpretados com cautela. Em
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primeiro lugar, trata-se de um desfecho secundario. Embora a redugéo da espessura
do tumor esteja relacionada a acdo do agente fotossensibilizante e, portanto, a
eficacia do tratamento, ela ndo é o objetivo primario da TFD, que seria de fato a cura
histolégica. Em segundo lugar, € possivel que outros fatores relacionados a
composicao dos grupos de estudo tenham de certa forma prejudicado os resultados
com Nano-ALA, que serdo discutidos a seguir.

Um fator que pode ter prejudicado em parte o resultado do grupo Nano-
ALA foi uma tendéncia de superioridade numérica de lesbes em areas de alto risco
nesse grupo. Apesar da alocacdo dos pacientes nos dois grupos ter sido aleatéria e,
de fato, ndo tenha sido observada diferenca estatisticamente significativa entre os
dois grupos, 64,3% das lesdes tratadas com Nano-ALA encontravam-se em areas
de alto risco versus 31,2% das lesbes do grupo tratado com M-ALA. Em outras
palavras, havia um nimero maior de les6es de pior prognostico no grupo de Nano-
ALA, fator preditor de ma resposta observado inclusive no presente estudo, onde se
observou uma taxa global de cura histologica nas lesbes em areas de alto risco de

14,3% versus 81,3% nas areas de baixo risco.

Um segundo fator que eventualmente pode ter prejudicado o resultado
do grupo tratado com o Nano-ALA foi a deteccdo de variantes histologicas distintas
do CBC nodular na biopsia pos-tratamento nesse grupo, com 4 das 14 lesbes
apresentando outros tipos de CBC (dois do tipo pigmentado, um multifocal e um do
tipo adenoide). O diagndstico final de um tipo histolégico distinto do CBC nodular
ocorreu apenas no grupo tratado com Nano-ALA, ou seja, henhum caso ocorreu no
grupo tratado com M-ALA (p = 0,03; teste exato de Fisher). Embora o estudo seja
randomizado, essa diferengca pode ser explicada pelo numero relativamente
pequeno da amostra, 0 que aumenta as chances tedricas de desequilibrio entre os

grupos de estudo.

A deteccdao de tipos e subtipos histolégicos distintos de CBC nodular na
biopsia final pode ser explicada pela realizacdo da biopsia inicial por punch, o que
nao representa a totalidade de um tumor que sabidamente pode apresentar

associacao de subtipos histolégicos em uma mesma lesdo. Dos casos de CBC, 37 a
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43% podem apresentar um padrdo misto de subtipos histoldgicos, embora exista
clara predominancia de um deles (CHINEM; MIOT, 2011; IZIKSON et al, 2010;
WOLBERINCK et al, 2013).

A acuracia da biopsia por punch no CBC varia de acordo com o tipo
histologico do tumor. Em um estudo com 500 les6es de CBC primério, Wolberink et
al (2013) avaliaram a precisdo da biopsia por punch em comparacdo com a
biopsiaexcisional para identificar subtipos histolégicos. Os autores encontraram uma
acuracia elevada nos tipos simples, de 84%, e apenas 37% de precisdo nos tumores
mistos. A acuracia variou também em relacdo ao tipo histolégico, sendo maior no
tipo superficial (84%), seguida do infiltrativo (69%), nodular (63%) e micronodular
(38%). Os autores destacaram ainda que em 11% do total de caso um tipo mais

agressivo, nao suspeitado pela biopsia por punch, foi encontrado.

E possivel que os tipos histolégicos distintos encontrados no grupo
tratado com Nano-ALA tenham pior susceptibilidade a TFD e, portanto, tenham
prejudicado o resultado geral de eficacia nesse grupo. Essa possibilidade é
corroborada por estudos que sugerem que a presenca de subtipos agressivos nao
diagnosticados na biopsia inicial por punch podem explicar falhas terapéuticas com

tratamentos ndo invasivos, como a TFD e o imiquimode (WOLBERINK et al, 2013).

O tipo histolégico do CBC é um fator preditor de resposta terapéutica a
TFD. O CBC superficial responde significativamente melhor a TFD que os outros
tipos histolégicos, com relatos de cura bastante elevados, de 87 a 100%, tornando a
TFD um tratamento recomendado nessa situacdo (PASSOS, 2012; MORTON et al,
2013). No CBC nodular a taxa de cura &€ menor, entre 10 e 76% (FANTINI et al,
2011), sendo a TFD recomendada apenas para os tumores finos. E nos outros
subtipos, agressivos ou mistos, o0s resultados s&o ainda piores, havendo
recomendacao de evitar a TFD nesses casos (MORTON et al, 2013, ROOZEBOOM
et al, 2013).

Um estudo que exemplifica a relacdo entre o subtipo histologico e a

taxa de cura foi realizado por Horn et al (2003). Os autores pesquisaram a eficacia
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da M-ALA-TFD em 123 lesbes de CBC de dificil tratamento cirargico, com risco de
complicacBes ou resultado estético ruim, definidas como lesGes grandes, recorrentes,
em areas centrais da face ou em pele com dano solar grave. As lesdes foram
tratadas com M-ALA e a taxa de remissdo em trés meses foi de 92% para o CBC

superficial, 87% para o nodular e 57% para o tipo misto.

Diante do exposto, conclui-se que a biopsia por punch pode falhar na
identificacdo do subtipo histolégico do CBC em comparacdo a biopsia excisional.
Isso explica a inclusdo inadvertida de tipos e subtipos histoldgicos distintos do CBCn
no estudo, fator que pode explicar falhas terapéuticas por se tratar de tipos
histolégicos mais agressivos e de pior resposta a TFD. Por esse motivo, é possivel
gue a deteccdo de quatro lesées com menor potencial de resposta a TFD apenas no
grupo tratado com Nano-ALA tenha contribuido para os resultados que apontam

superioridade do M-ALA considerando o critério de reducdo do tumor.

Algumas vantagens do M-ALA em relagdo ao ALA tém sido relatadas,
tais como: (1) perfil de permeacdo superior ao atravessar 0 extrato corneo e as
membranas celulares; (2) maior seletividade (por exemplo, em ceratoses actinicas
solares; (3) maior formagdo de PpIX conduzindo a uma maior eficiéncia de
fluorescéncia e fotodindmica; (4) menos dor e menos efeitos sistémicos apds o
tratamento local; (5) depuracdo mais rapida de células e tecidos (KRAMMER,;
VERWANGER, 2009).

Apesar dessas vantagens do M-ALA em relacdo ao ALA, do ponto de
vista clinico, ou seja, em termos de resultados de eficicia e tolerabilidade na TFD do
CBC, a questédo ainda nao esta resolvida, devendo ser destacada a escassez de
estudos diretos comparativos entre 0s agentes, que, entretanto, ndo mostram
diferencas significativas (CHRISTENSEN; M@RK; SKOGVOLL, 2012;ROOZEBOOM
et al, 2013).

Um exemplo da semelhanca clinica entre esses agentes foi observado
em um estudo randomizado, duplo-cego, que comparou a eficacia e tolerabilidade

do M-ALA versus o ALA no tratamento do CBC nodular com TFD. Participaram do
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estudo 43 pacientes, que foram avaliados por biopsia oito semanas apos as sessdes
de TFD. O resultado foi muito semelhante nos dois grupos, com aproximadamente
72% de resposta nos dois grupos, assim como escore de dor sem diferenca
significativa. Vale salientar que os autores relataram que na época do estudo o custo

do M-ALA era aproximadamente seis vezes maior (KUIJPERS et al, 2006).

Atualmente, apenas o M-ALA tem aprovacdo por agéncias regulatorias
nos EUA, Europa e Brasil para o tratamento do CBC. O ALA ainda nao tem
aprovacdo, 0 que se ocorresse reduziria significativamente o custo da TFD.
Entretanto, é necessario realizar mais estudos comparativos entre esses agentes,
inclusive abordando aspectos de farmaco-economia, a fim de esclarecer melhor a

eficacia, tolerabilidade e custo-efetividade da TFD.

Uma nova perspectiva na TFD é o uso do Nano-ALA. Esse agente
mostrou excelentes resultados no tratamento da Doenca de Bowen, ceratose
actinica e CBC superficial. Passos (2012) encontrou taxas de cura clinica de CBC
superficial de 91% e 97% em 3 e 12 meses respectivamente. Na doenca de Bowen,
os resultados também foram expressivos, com 87% e 100% de cura em 3 e 21
meses respectivamente, 0 que supera o0s resultados descritos por outros autores

com M-ALA, com taxa de recorréncia de aproximadamente 15%.

No presente estudo, os resultados encontrados com Nano-ALA foram
bons, com taxa de cura histologica em trés meses semelhante, do ponto de vista
estatistico, ao grupo tratado com M-ALA. Embora tenha ocorrido vantagem do M-
ALA em relacdo a espessura do tumor residual apés o tratamento, os resultados
encontrados com o Nano-ALA sao promissores e justificam a realizacdo de novos
estudos, moleculares e clinicos, e com numero maior de pacientes, a fim de

esclarecer melhor a questao.
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6.3 Preditores de resposta

Foram estudados os fatores que eventualmente influenciaram a
resposta ao tratamento na presente pesquisa. Para tanto, foi analisada a associagao
entre o desfecho histolégico e algumas variaveis pré-tratamento. Entre os fatores
estudados, houve apenas associacdo significativa entre a localizacdo da lesédo em
area de alto ou baixo risco, com numero maior de lesBes curadas quando
localizadas em area de baixo risco, com taxa global de cura histolégica nas lesdes

em areas de alto risco de 14,3% versus 81,3% nas areas de baixo risco.

A localizacdo do tumor em areas classificadas como de alto risco € um
fator bem definido de pior progndstico de uma forma geral para o CBC, com menor
taxa de cura e maior recidiva (EUROPEAN DERMATOLOGY FORUM, 2012). Um
dos fatores que pode explicar o pior prognéstico global dessas lesbes € o aumento
da frequéncia de subtipos histoldégicos mais agressivos nessas areas. H4 aumento
dos tipos nodular ou morfeico/infiltrativo nas areas denominadas de alto risco, em
comparacao ao tipo superficial, um subtipo que apresenta melhor progndstico
(BETTI et al, 2010).

Entretanto, a maior ocorréncia de subtipos agressivos em areas de alto
risco nédo explica os resultados encontrados no presente estudo, no qual todas as
lesbes tratadas tiveram o mesmo diagndéstico preliminar, que foi de CBC nodular.
Assim, o resultado encontrado, que indica que a localizacdo da lesdo em area de
alto risco é preditor de ma resposta a TFD, aponta para a provavel existéncia de
fatores biol6gicos de maior agressividade e resisténcia a TFD nesses tumores
especificamente. Ainda ndo sado conhecidos marcadores genéticos ou moleculares
de agressividade do tumor associados a tipos histologicos especificamente, mas é

possivel que pesquisas no futuro os identifiquem.

N&do foram encontrados outros preditores de resposta na presente
pesquisa, fendbmeno que foi encontrado também em outros estudos (HORN et al,
2003; FERNANDEZ-GUARINO et al, 2014). A idade do paciente, o tamanho da

leséo e a espessura do tumor ndo tiveram correlagdo com o desfecho histolégico, e
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deve ser levada em consideracdo a hipdtese que isso seja consequéncia do
tamanho pequeno da amostra, 0 que compromete a andlise com estratificacdo dos

grupos e principalmente uma analise multivariada.

O tamanho da lesdo e a espessura do tumor na avaliacdo histologica
sdo considerados fatores bem documentados de pior progndéstico no CBC de uma
maneira geral (EUROPEAN DERMATOLOGY FORUM, 2012). Em estudos com TFD,
essa associacdo também ja foi documentada (MATEI et al, 2013). Tumores
profundos estédo relacionados a menor eficacia da TFD no CBC, provavelmente pela

limitacdo da penetragdo do agente fotossensibilizante e da luz.

Outros estudos, de forma indireta, também mostram associacao entre
pior resposta a TFD e espessura do tumor, ao demonstrarem que a reducdo da
espessura do tumor por shaving pfe-TFD resulta em maior indice de cura
(ROOZEBOOM et al, 2013; THISSEN; SCHROETER; NEUMANN, 2000).

Entretanto, no presente estudo, nem a espessura e nem o tamanho da
lesdo se correlacionaram com o desfecho do tratamento. Devem ser considerados
para esse resultado, além do tamanho pequeno da amostra, os critérios de inclusédo
utilizados. A lesdes tratadas tinham no méaximo 2 cm de diametro e 2mm de
espessura, com média de 9mm de didmetro e 1,17mm de espessura. Portanto, eram
todas lesdes relativamente pequenas, e como o tamanho da amostra era pequeno e
com variagao estreita, torna-se dificil detectar eventuais diferencas significativas ao

se estratificar os grupos de tratamento.

6.4 Efeitos adversos da TFD com Nano-ALA e M-ALA

Dor, eritema e edema séo efeitos adversos esperados na TFD e estéo
relacionados ao mecanismo de acédo do tratamento, que envolve morte celular por

necrose e apoptose. Ha lesdo celular e tecidual promovida por oxigénio singleto (*O5)
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e radicais livres, como os radicais superoxido, hidroxila e peroxido (TOREZAN, 2011,
LOVELL et al, 2010), o que contribui para a ocorréncia de dor com o tratamento.

O mecanismo da dor provavelmente envolve a estimulacdo nervosa por
meio de receptores localizados em terminacdes de fibras mielinizadas do tipo delta A
e ndo-mielinizadas do tipo C do nervo, que ocorre pelo dano tecidual e inflamacéo
criados na reacgéo fotodinamica, e agravados pela hipertermia (CHAVES et al, 2012;
MORTON et al, 2013).

A lesdo fototoxica também promove processo inflamatério local,
importante para a recuperacao da homeostase local e cicatrizagdo assim como para
a resposta terapéutica imune mediada (KORBELIK; SUN, 2006). A inflamacéao,
entretanto, resulta clinicamente em eritema e edema, também é fator que contribui
para a ocorréncia de dor. Em geral, a recuperacdo se da em duas semanas a trés
semanas (FELICIO et al, 2008; ISSA; AZULAY, 2010). Alteracdes pigmentares sdo
raras e transitorias, assim como a alopecia local (BABILAS et al, 2010).

Todos o0s pacientes que participaram da pesquisa experimentaram
algum grau de dor e apresentaram sinais variaveis de eritema e edema com o
tratamento. A variacdo do escore de dor relatado pelos pacientes foi grande, de 1
até 10, mas em geral houve tolerancia satisfatéria a dor, com média global de 4,4 na
primeira sesséo e 5,8 na segunda sessédo, quantificada por escala numérica verbal
de 0 a 10.

A dor € o evento adverso mais importante da TFD, tanto pela
intensidade que pode alcancar quanto pela elevada frequéncia, ocorrendo em mais
de 90% dos casos. Apesar de durar de poucos minutos a algumas horas apos a
iluminagcdo e em geral ser bem tolerada (VAN OOSTEN; KUIJPERS; THISSEN,
2006), ela pode ser intensa e comprometer a adesdo do paciente, embora isso

ocorra raramente, em aproximadamente 2% dos casos. (BABILAS et al, 2010).

No presente estudo, um fator determinante na redugéo da dor foi o

resfriamento da area, considerado o mecanismo mais efetivo na analgesia para a
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TFD (BABILAS et al, 2010). Ndo foram utilizados anestésicos tdpicos como por
exemplo,prilocaina ou lidocaina, pela baixa eficacia e pela possibilidade do elevado
pH dessas substancias poderem inativar quimicamente o fotossensibilizante. Além
do mais, alguns anestésicos tépicos podem induzir vasoconstricAo e, com isso,
reduzir o efeito da TFD dependente de formas reativas de oxigénio (HOLMES et al,
2004).

Para o resfriamento da pele e reducéo da dor com a TFD foi utilizado,
na presente pesquisa, jato de ar frio do aparelho Shirian (Inustra). O ar frio pode
reduzir o metabolismo local e diminuir o dano tecidual promovido pela TFD. O ar frio
também estimula as fibras nervosas do tipo delta A que ativam mecanismo inibitério
de dor e elevam o limiar da mesma. Outros responsaveis pela melhora da dor com
ar frio sdo os receptores de frio e mentol, conhecidos como TRPM8, que promovem
analgesia nas fases iniciais da inflamacéao. O resfriamento reduz a dor e parece nao
reduzir a efichcia da TFD (PAGLIARO et al, 2004), havendo, no entanto,

controvérsias a esse respeito (CHAVES et al, 2012).

A intensidade da dor pode estar relacionada ao agente utilizado, sendo
gue alguns estudos mostraram que M-ALA-TFD era menos doloroso do que ALA-
TFD (BABILAS et al, 2010). Entretanto, ha divergéncias nesse aspecto na literatura,
e outros estudos nao observaram essa diferenca (KUIJPERS et al, 2006).

Alguns estudos de TFD no tratamento de ceratose actinica em campo
de cancerizacdo mostraram menor intensidade da dor com M-ALA comparado ao
ALA. Um estudo com 69 pacientes mostrou que 54% dos pacientes tratados com
ALA e 14% dos tratados com M-ALA apresentavam dor muito intensa, com escore
10 em escala visual analdogica (0-10) e descrita como “a pior dor imaginavel”
(KASCHE et al, 2006). Uma hipbtese para esses resultados é que o ALA, ao
contrario do M-ALA, é transportado até as terminacdes nervosas livres via 0s
receptores de GABA (RODRIGUEZ et al, 2006).

Por outro lado, nos estudos comparativos entre ALA e M-ALA no

tratamento do CBC por TFD, a eventual superioridade do M-ALA em termos de dor
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ndo estd definida. Por exemplo, um estudo randomizado, duplo-cego, com 43
pacientes tratados com TFD para CBC nodular, ndo encontrou diferenca significativa
nos escores de dor entre o grupo tratado com Nano-ALA e no grupo com M-ALA
(KUIJPERS et al, 2006).

No presente estudo, ndo houve diferenca significativa no escore de dor
entre os grupos tratados com Nano-ALA ou com M-ALA, tanto na primeira quanto na
segunda sessdo. Hipoteticamente, isso pode decorrer de uma menor diferenca de
dor entre os fotossensibilizantes quando a TFD é feita em areas pequenas, como no
CBC, ao contrario do campo de cancerizagdo, onde a area € significativamente
maior. Adicionalmente, uma segunda hipétese € que o Nano-ALA pode provocar
menos dor que o ALA. Essa hipoétese é reforgcada por um estudo comparando Nano-
ALA e M-ALA em TFD de campo de cancerizacdo, em que ndo houve diferenca
estatistica na intensidade de dor utilizando os dois precursores fotossensibilizantes

(PASSOS et al, 2012).

Ao se comparar 0 escore de dor na primeira e na segunda sessédo de
TFD, houve diferenca significativa no grupo tratado com Nano-ALA (p=0,02). Nesse
grupo, a média do escore de dor na primeira sesséo foi de 4,5, aumentando para 6,3
na segunda sesséo. Nao houve diferenca significativa quanto a dor entre as sessoes
no grupo tratado com M-ALA (p=0,09).

A maior intensidade de dor na segunda sessédo de TFD no tratamento
do CBC foi relatada em outros estudos, porém a explicacdo para esse fenbmeno
ainda ndo esta esclarecida (CHAVES et al, 2012). E possivel imaginar que na
segunda sessao, realizada uma semana apo0s a primeira, a lesdo tecidual e
inflamacg&o remanescente da primeira sessado tornem a area mais sensivel. Pode ser
ainda levantada a hipotese de que a penetracdo do agente fotossensibilizante seja
maior na segunda sessao, talvez pela vasodilatacdo, pelo possivel afilamento do
extrato corneo ou pelo dano tecidual existente. Uma terceira possibilidade que pode
ser aventada é que a lesdo dos tecidos seria maior na segunda sessao, seja pela

maior penetragdo do farmaco, seja pela presenca de vasodilatagdo, que poderia
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aumentar o dano mediado por formas reativas de oxigénio. Entretanto, essas sao

hip6teses ainda néo testadas.

Em relacdo aos escores de edema e eritema, avaliados pela
pesquisadora de forma ndo cega em escala semiquantitativa de 1 a 4 apos as duas
sessOes, ndo houve diferenca significativa entre os dois grupos de tratamento, assim
como nédo houve diferenca significativa em relacéo a intensidade desses sinais entre
a primeira e a segunda sessdo. Nao houve ocorréncia de crostas, infeccao,

ulceracao ou outros eventos adversos durante o estudo.
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CONCLUSOES

A taxa global de cura, de aproximadamente 50%, é semelhante a resultados
encontrados na literatura e reforca que a TFD no tratamento do CBC nodular

deve ser indicada em casos selecionados, embora usada com cautela.

As taxas de cura histologica com os dois precursores fotossensibilizantes

estudados, o Nano-ALA e o M-ALA, foram semelhantes.

O perfil de toxicidade entre os dois agentes foi semelhante, havendo

tolerabilidade satisfatoria para ambos.

A acuracia da avaliacao clinica apos a TFD para diagnosticar a presenca de
tumor foi baixa e resultou em 30% de falsos negativos nos casos em que

clinicamente se suspeitava de cura.

O unico preditor de resposta observado foi a localizacdo do tumor em area de

alto ou baixo risco.
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ANEXOS

Apéndice I: Termo de consentimento livre esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Estudo a ser desenvolvido: “Tratamento do cancer da Pele com terapia fotodinamica”

1. Fui convidado (a) para participar de um estudo de uso de terapia fotodindmica para
cancer da pele ap0s ter feito biopsia incisional para confirmar meu diagnéstico e me

foram dados os seguintes esclarecimentos:

Esclarecimentos:

2. A sesséo de terapia fotodinamica consiste na aplicacdo de um creme na pele, contendo
uma substancia (ALA ou Metil - ALA) que sera transformada pelo organismo do
paciente em outra substancia sensivel a luz, em um periodo de oclusdo de 3 horas.
Depois desse periodo a area tratada sera exposta a luz por 8 minutos. Serdo aplicadas
duas sessbes de terapia fotodindmica com intervalo de sete dias, com a mesma
substancia (ALA ou Metil - ALA), que serd escolhida no momento do tratamento, de

acordo com a disponibilidade.

Justificativa:

3. Entendi que o tratamento ideal para o cancer de pele é normalmente a cirurgia, mas
vou fazer a terapia fotodinamica.
a) por escolha prépria ou;
b) porque nédo estou em condicdes clinicas de fazer cirurgia; ou
c) porque tenho multiplas lesdes no rosto e no tronco.

d) outros motivos

Objetivos:

Fui informado de que os objetivos deste estudo séo:



4. Comparar a resposta terapéutica de duas substancias fotossensibilizantes (cremes) ja
utilizadas na terapia fotodinamica para tratamento de lesbes malignas da pele.

Procedimento:

5. A Lesdo tratada devera ser limpa diariamente com agua e sabonete e um creme devera
ser aplicado de acordo com a orientacdo médica.

6. Serei examinado pelo médico responsavel aos 14 e 90 dias apos o tratamento e serei
submetido a uma biopsia excisional para garantir a minha cura. Depois desse periodo
as consultas serdo trimestrais (a cada 3 meses) no primeiro ano e semestrais (a cada 6
meses) no segundo ano. Em todas as consultas as areas tratadas seréo fotografadas
para acompanhamento.

Desconfortos e riscos possiveis:

7. Entendi que durante o tratamento podera ocorrer dor, principalmente ardéncia no local
do tratamento, que sera minimizada com uso de ar gelado gerado por um aparelho
chamado Siberiam e analgésicos quando necessario.

8. Apds uma sessdao de terapia fotodinamica a pele ficara avermelhada, inchada durante
os primeiros dias, depois podera surgir uma ferida superficial, depois forma casquinha,
0 que faz parte do tratamento

9. Entendi que este tratamento pode ndo levar a cura completa das lesdes, assim como
nos outros tratamentos preconizados.

10. Entendi que é necessario seguir as orientacdes do meédico para evitar complicagoes,

como a infecgéo da area tratada.

Beneficios esperados:

11. Foi explicado que este tratamento tem vantagens em relacdo a cirurgia que séo: nao
necessitar de anestesia local, ndo levar corte, evitar formagdo de cicatrizes, a
possibilidade de tratar varias lesbes ao mesmo tempo, assim como repetir as sessdes

sem causar resisténcia ou exceder a dose total maxima.

Forma de acompanhamento e assisténcia, e informacdes sobre 0s responsaveis:

12. Entendi que apés ser selecionado e ter concordado em fazer este tratamento, serei
atendido por médicos do Servigo de Dermatologia do HRAN que véao fazer o tratamento
e marcar as datas em que deverei voltar para fazer exames que verifiquem o progresso

do tratamento.



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Nome do paciente:

Foi garantido que receberei este tipo de terapia para tratamento de novas lesoes, se for
comprovada a sua superioridade.
Ficou esclarecido que as duvidas sobre o tratamento e resultados seréo esclarecidas a
qualguer momento deste estudo.

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

Foi garantido que os dados confidenciais envolvidos neste estudo serdo mantidos sob
sigilo.

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

Fui informado de que poderei também entrar em contato com 0s pesquisadores
responsaveis por este estudo, Dra.Roula Kozak e Prof. Zulmira Lacava, pelo telefone
(061) 3346 1106 / 3107-3087 ou e-mail clinicavita@gmail.com, zulmira@unb.br e
cnano@unb.br, caso este Termo de Consentimento Livre Esclarecido ndo seja
cumprido ou queira receber outros esclarecimentos.

Uma cépia deste Termo de Consentimento Livre Esclarecido devidamente assinado
por mim e pelo médico que me atendeu sera mantida em meu poder.

Eu concordo em participar do estudo e cooperar com 0 médico durante as consultas e

procedimentos previstos que foram a mim explicados.

Assinatura do paciente ou responsavel

NUmero do SES:

Data:

/ /

Nome e CRM do médico: ROULA KOZAK- CRM 8403- DF

Assinatura do Médico:



mailto:clinicavita@gmail.com
mailto:cnano@unb.br

Apéndice Il: Modelos das tabelas usadas para coleta dos dados

Nome Registro Sexo | Idade Fototipo | Cor dos olhos
SES
Aspectos pré-tratamento da leséo
#paciente e Local Area de Tamanho Tipo Espessura
iniciais risco (S/N) (mm) histolégico (mm)
Aspectos pés-tratamento da lesdo (90 dias ap6s TFD)
#paciente e Suspeita clinica | Resultado histoldgico : i Espessura
N Tipo histolégico
iniciais (cura ou tumor) (cura ou tumor) (mm)
Eventos adversos: Primeira sesséo
#paciente e Data Grupo Dor Eritema Edema
iniciais (Nano-ALA ou M-ALA) (0-10) (0-4) (0-4)
Eventos adversos: Segunda sessé&o
#paciente e Data Grupo Dor Eritema Edema
iniciais (Nano-ALA ou M-ALA) (0-10) (0-4) (0-4)




Apéndice II: Ficha de coleta de dados

Dados do paciente

Nome: ldade:
Sexo Fototipo: Cor dos Olhos (claros ou escuros):
Grupo (Nano-ALA ou M-ALA) Registro SESDF:

Aspectos da lesado pré-tratamento:

Local: Area de risco (S/N):

Tamanho (mm): Espessura (mm):

Tipo histologico:

Aspectos da lesdo pos-tratamento:

Avaliacao clinica (cura ou tumor):

Resultado histoldgico:

Espessura (mm): Tipo histoldgico:

Eventos adversos:

Dor Eritema

Data (0-10) (0-4)

Edema
(0-4)

Primeira sessao

Segunda sessao

Observacdes / Outros eventos adversos:




