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RESUM O

A quellite actinca (QA) é uma lesBo potenciamente maligna extremamente frequente e
considerada precursora da grande maioria dos canceres de labio, em pacientes ndo fumantes. A
etiologia da QA permite medidas preventivas de fotoprotecdo solar, porém, grande parte da
popuacdo ndo as uliza em fungdo do desconhecimento do risco potencial e fdta de
informacdo. A terapia fotodindmica (TFD) € uma modalidade importante ndo invasiva no
tratamento de casos selecionados de quellite actinica, frequente em humanos. A €ficacia da
TFD no tratamento da QA ndo esta bem estabelecida na literatura. A melhora da acdo dos
agentes fotossensibilizantes em termos de especificidade, poténcia e penetragdo cuténea
constitui uma importante perspectiva para o aprimoramento da TFD. O objetivo do presente
estudo foi avaliar a resposta tergpéutica da Terapia Fotodindmica com uma nanoemulsdo de
Cloreto Aluminio Ftalocianina (CIAIFt), incorporado em nanoemulsdo/gel polimérica para o
tratamento clinico da Quellite Actinica com displasias leves e moderada em l&bio inferior.
Fragmentos de tecido foram retirados de cada caso, coradas com Hematoxilina e eosina (HE) e
andisadas as amostras representativas das lesdes, antes e apds a TFD. O periodo de oclusdo foi
de 15 minutos. Como fonte de Iuz foi utilizado o Led, comprimento de onda de 660 nm,
poténcia 51.5 mwW/cm2, fluencia 30.92 Jcm2, durante 10 minutos, com distancia de 10 cm
Foram selecionados pacientes que procuraram a Clinica de Estormatologa do HRAN e
apresentavam sinais clinicos sugestivos de QA. Dez pacientes compuseram a casuistica do
trabalho, 09 homens e 1 mulher, com idade média de 56,8 anos. As andlises histopatoldgicas
foram obtidas antes e depois da terapia fotodindmica. Os principais efeitos adversos foram
ardéncia, dor e edema de padréo moderado que persistiram por 3 a 4 dias apds a aplicacéo da
TFD. Na avaliagdo final, ndo houve melhora clinica observada, entretanto, 50 % dos pacientes
gue relataram ardéncia antes da terapia, observaram melhora sgnificativa neste quesito. A
andlise histopatolégica ndo mostrou  diminuicdo  Significativa da  displasia.  Ndo  houve
correlacdo significativa entre 0 nivel de displasia com a impressdo subjetiva de melhora clinica.
Concluimos que a utilizagdo da NanoemulsGo de Cloreto Aluminio Ftalocianina produz parcial

melhora dos sintomas da ardéncia, sem contudo, melhora clinica e histopatologica.

Pdavras-chave: Quellite actinica. Terapia Fotodindmica. Tratamento da quellite actinica.

Nanotecnologia



ABSTRACT

Actinic chellitis (AK) is an extremely frequent potentially malignant lesion and is considered to
be the precursor of the vast mgjority of lip cancers in non-smokers. The etiology of QA allows
preventive measures of solar photoprotection, however, a large part of the population does not
use them due to lack of knowledge of potential risk and lack of information. Photodynamic
therapy (PDT) is an important noninvasive modality in the treatment of selected cases of actinic
chellitis, which is common in humans. The efficacy of PDT in the treatment of AK is not well
established in the literature. The improvement of the action of the photosensitiing agents in
terms of gpecificity, potency and skin penetration is an important perspective for the
improvement of PDT. The objective of the present study was to evaluate the therapeutic
response of Photodynamic Therapy with a nanoemuison of Alumnum Chloride
Phthalocyanine (CIAIFt), incorporated in nanoemulsion / polymer gel for the clinical treatment
of Actinic Chellitis with mild and moderate lower lip dysplasa Tissue fragments were
removed from each case stained with hematoxylin and eosin (HE) and the representative
samples of the lesons were analyzed before and after PDT. The occluson period was 15
minutes. As light source, the LED was used, wavelength 660 nm, power 51.5 mW / cn2, creep
30.92 J/ cm2, for 10 minutes, with a distance of 10 cm. Patients were selected who sought the
HRAN Stomatology Clinic and presented clinical signs suggestive of QA. Ten patients
comprised the casuistry of the work, 09 men and 1 woman, with average age of 56.8 years.
Histopathological analyzes were obtained before and after photodynamic therapy. The main
adverse effects were mild burning, pain and pattern swelling that persisted for 3 to 4 days after
the application of the therapy. In the final evaluation, there was no clinical improvement
observed, however, 50% of patients who reported burning prior to therapy observed
Improvement in this regard. Anatomopathological analysis did not show a significant decrease
in dysplasia. There was no significant correlation between the level of dysplasa and the
subjective impression of clinical improvement. We conclude that the use of the Aluminum
Chloride Nanoemulson Phthalocyanine produces a partial improvement of the burning
symptoms, without, however, clinical and histopathological improvement.

Keywords: Actinic chellitis. Photodynamic  Therapy. Treatment of actinic  chellitis.
Nanotechnology
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1.Introducéo
1.1Queilite Actinica
1.1.1 Estrutura da pele

A pele é o maior 6rgdo do nosso corpo, reveste e assegura grande parte das relagcBes entre o
meio interno e o externo, sendo considerado o maior e mais pesado sistema dos Orgaos. Além
disso, atua na defesa e colabora com outros érgaos para 0 bom funcionamento do organismo,
como no controle da temperatura corporal e na elaboracéo de metabolitos. A pele é um 6rgédo
que se caracteriza por apresentar diversas fungdes como regulacdo térmica, hidrica, da pressdo
arterial, percepcdo sensoria, sendo a sua principa funcdo, a protecdo. Se diversifica por
envolver diversas protegdes, como contra antigenos, radicais livres, além da UV A e B. Sua
espessura média é em torno de 0,5 mm ( SIMOES SI, 2004; HANDMAN JG, LIMBIRD LE,
GILMAN AG, 2003).

Lipideos intercelular
lamelares

Humectantes intracelular

OMP

Y - Envelope celular
comificado

Lipideosligados

Cornedcitos o
B covalentemente

Corneodesmossomos

Figura 1- Estrutura dapele.
Fonte: Adaptado de MENON, 2002.
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1.1.1.1 Estrato Cdérneo

O Edrato cormeo (Figura 2) é a camada mais externa, e condtitui a principa barreira a
passagem de substéncias através da pele. E condtituida por 15 a 20 camedas de cornedcitos,
chegando a atingir cerca de 100 camadas em algumas localidades anatdmicas como paima das
méos e pés. E a camada mais externa da epiderme e composta principamente por queratina
insolivel, humectantes intracelulares e revestidas por um envelope celular estabilizado por
lipideos covalentemente ligados e proteinas “cross-linked”. A sua espessura varia de 10-20 um
e Sua estrutura pode ser comparada a estrutura de um muro de tijolos. Estas células sdo
achatadas e encontram-se densamente compactadas formando de 10 a 20 camedas. (ASBILL;
MICHNIAK, 2000).

Foliculo Piloso

N

Estrato Cérneo { ERELT iy

e

) R b Epiderme
4\‘- \ fa¥ \AA .ub«}, = ‘
/ Glandula
~Sebicea
‘ \ } Derme
Nervo qu— | L .,_(iapnlafgs;
7 Glandula
7O, Sudoripara |
| ! " | Hipoderme
Adipdcito

Figura 2- Representacdo esquenidtica da estrutura e componentes funcionais do estrato corneo.
Fonte: Adaptado de HARDING, 2004.

Efetivamente os lipidios da metriz intercelular estdo organizados em compostos multilamelares,
com aterndncia dos meios hidrofilicos e lipofilicos, o que dificulta a passagem de farmacos por
esta cameda (SIMOES SI, 2004). A velocidade e extensdo da absorcdo de farmecos nesta
camada dependem da capacidade que estes possuem em interagir com os lipideos da metriz
lipidica (FOLDVARI, 2000). E considerada fundamental para a funcio protecéo da pele, e é
amplamente encontrada em todas as espécies. (SUHONEN; BOUWSTRA; URTTI, 1999).
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1.1.1.2 Epiderme viavel

A composicdo desta camada se da pelos queratindcitos em diferentes estagios de diferenciacéo,
desde a camada basal, mais internamente, até a superficie da pele. A epiderme edtratificada, €
dividida em quatro camadas distintas. 0 estrato basal, estrato espinhoso, estrato granuloso e
estrato corneo. O edtrato basal € uma camada Unica de células basais colunares que
permanecem aderidas a membrana basal através de hemidesmossomos. Ele é composto por
células tronco epidermais que orignam as demais. O estrato espinhoso € abundante em
desmossomos, sendo caracterizado histologicamente por células de aparéncia espinhosa. O
estrato granuloso € a camada onde estédo presentes os granulos de queratohialina responsavels
pela sintese de queratina (MENON, 2002).

As seguintes células condtituem a epiderme: melandcitos, céluas de Langerhans, células T
dendriticas, linfocitos epidermotroficos e células de Merkd (figura 3). (FOLDVARI, 2000).

Ceratinécitos | Camada
mortos cornea
Granulos )
de queratina - - - - 2 Camada
, o ) wl o v " - _ granulosa
Célula de \‘ ® ®® | 29 g 9 ©
Langerhansp == 9" - @ # . o ®
e )20 0O .
o/ a7 "elolg
Ceratinécitos P - C o ® o @, _ @
~l® © @ ’
3O LY e /' 7 Camada
Melanina P> { @ J; 2'® @ espinhosa
- - »
T v
Prolongamentos @
do melandcito
w

Célula de

Medkal =<3 | Camada
Lamina Basal | )« @ olelleeellsl |Basal

.

Figura 3- Camadas da epiderme e os diferentes tipos celulares

Fonte: https//www.todamateria.com.br/pele-humana/
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1.1.1.3 Derme

A derme se condtitui basicamente em uma rica rede de capilares, nervos, foliculos pilosos,
gldndulas sebéaceas e sudoriparas. A sua elagticidade esta relacionada a presenca de uma rede de
fibras proteicas que incluem o coldgeno | e Il, e a elastina, embebidos em uma substancia
amorfa denominada glicosaminoglicana.  Apresenta importantes células na sua congtituicao
cono fibroblastos, leucdcitos, mecréfagos e mastécitos (FOLDVARI, 2000).

De manera geral, a absor¢céo de farmacos através da pele ocorre passvamente. A absor¢éo

transepidérmica envolve adifusdo do farmaco através do EC e camadas (figura 4).

Rota intercelular Rota transcelular
L f |
;'/,./"—JII)-. ;
i : - i
.‘--F-
NSk

Figura 4- Representacéo esquemética dos mecanismos de penetracdo de substancias através do
estrato corneo.

Fonte: adaptado de BARRY, 2001.

1.1.2 Anatomia Labial

O l&bio é dividido anatomicamente em trés regides. a pele da area externa, a zona do vermelhdo
ou semimucosa, e a mucosa. O |&bio superior se estende de sua juncdo com a columela do nariz
até o fornice superior da boca. O labio inferior se estende do fornice inferior da boca até a
juncdo com o mento, no sulco mento labial. A comissura bucal é a zona de encontro dos

angulos da zona superior e inferior do vermelhdo do l&bio. No vermelhdo, possue um rico
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suprimento de capilares produzindo a coloragdo vermelha (figura 5). A zona do vermelhdo ndo
contém pélos ou glandulas sudoriparas e as glandulas sebéceas existem em pequeno NUMero,
sendo a membrana mucosa do l&bio coberta por um epitdlio escamoso estratificado ndo
cornificado (HECHT SS, 2003; CAMPISI G, MARGIOTTA V, 2002).

Figura 5- Superficie externa do labio. Maior aumento
Fonte: http://histoufjf.blogspot.com.br/2013/06/labio- lamina-02.html

A disposicdo antbémica do l&bio faz com que vermelhdo sga frequentemente afetado pela
radiacdo solar, especiamente o labio inferior, por ser geramente mais protuso (CAMPISI G,
MARGIOTTA V, 2002).

1.1.3 Conceito

Em 1923, Ayres descreveu primeiramente a quellite actinica (QA), como sendo uma desordem
inflametdria cronica dos labios, aparentemente devido aos raios actinicos ou raios ativos

guimicamente daluz solar.

A QA é uma condicdo patolégica potencidmente maligna que afeta principalmente o labio
inferior de individuos leucodermas, e € causada por exposicdo a radiacdo solar crbnica e
excessva (CASTINEIRAS I, 2010).
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E uma neoplasia intra-epitelial do l&bio cujas células apresentam alteracBes histopatoldgicas,
nmolecuares e genéticas semelhantes aguelas apresentadas pelos carcinomas espinocelulares
(CEC) invasores, consequente, principaimente a exposicdo solar crénica. (MARKOPOULOS
A, ALBANIDOU-FARMAKI E, KAYAVIS |, 2004; NICO M, RIVITTI E, LOURENCO S,
2007).

O l&bio inferior € mais afetado que o superior devido a sua localizacdo anatémica naturalmente
mais exposta, recebendo diretamente os raios utravioleta (UV). Afeta mais homens que
mulheres, provavelmente devido a aplicacdo de batons que acabam por proteger os labios dos
raios UV (WOOD NH, 2011; MELROSE RJ, 2001).

A pdara quelite refere-se a uma inflamacdo dos l&bios que pode relacionar-se a mitas
causas. A inflamacdo ndo estd presente necessariamente em todas as andlises histologicas.
Alguns termos ndo adequados sdo Uutilizados para descrever ou caracterizar as QA, como
queratose actinica (AK) ou queratose solar, que sdo nomenclaturas utilizadas em lesbes de pele.
Este termo é errbneo, pois queratose € 0 espessamento da camada de queratina do epitélio, que
também nem sempre esta presente nos fragmentos de biépsia. Recomenda-se utilizar o termo
queilite actinica (QA) para lesdes em labio com alteragdes clinicas e histologicas no epitélio
causadas pela radiacdo UV podendo levar a transformagbes malignas (JADOTTE YT,
SCHWARTZ RA, 2012a; KAUGARS GE,1999 ).

1.1.4 Epidemiologia

A prevaléncia desta lesdo € de 2,4% na populacdo geral e quando o publico avo é composto
por pessoas que trabalham expostas ao sol, prevaléncia varia de 15,5% a 16,7%. (Ho MW,
RISK JM, WOOLGAR JA , 2012; LUCENA EES €t d, 2012; MARTINS - FILHO PRS,
SILVA LCF, PIVA MR, 2011).

A maior prevaléncia se stua em trabalhadores mais expostos a irradiagdo actinica como em
trabalhadores rurais, pescadores ou em pacientes com exposicdo solar intensa, como motoristas,
pedreiros, pintores, topografos, engenheiros etc; acima dos 40 anos de idade (CAVALCANTE
AS, ANBINDER AL, CARVALHO YR, 2008). Por condtitur na grande maioria dos casos
uma doenca assintomética, 0os pacientes geralmente procuram tratamento em estagio avancado,
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quando se manifesta dor, geradmente associada a uceragdo, 0 gque mitas vezes ja € indicativo
dapresenca do CEC (CAVALCANTE AS, ANBINDER AL, CARVALHO YR, 2008).

Ha necessdade de maior exposicdo a radiacdo e de intensdade alta para deservolver das
lesbes. Por essa razdo, a queilite actinica € diagnosticada, na maioria das vezes apds os 50 anos
de idade, atingndo mais pacientes de cor de pele clara (MARKOPOULOS A, ALBANIDOU-
FARMAKI E, KAYAVIS I, 2004; PUKKALA E, MARTINSEN JL, LYNGE E, 2009).

Acomete predominantemente género masculino, embora, venha crescendo a incidéncia em
mulheres de forma gobal, tanto da QA quanto do CEC de l&bio. Isso se deve ao fato de
mulheres estarem trabalhando mais ao ar livre, em ocupagOes anteriormente exercidas apenas
por homens. A influéncia do bronzeamento que muitas mulheres procuram por vontade propria,
em funcdo do tipo de beleza que se encaixa nos padrdes estéticos atuais de varios paises,
também tem sido fator determinante (JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012a).

A porcentagem de casos de QA em que se desenvolve lesdo carcinomatosa e o tempo decorrido
até transformacéo varia muito nas descricdes dos autores; 2,5% (DUFRESNE RG, Jr.,
CURLIM UM,1997), 11% (SHAH AY, DOHERTY SD, ROSEN T, 2010), ou 16,9% (LEVI A,
WULF HC, ENK CD, 2013), mes ainda ndo existem estatisticas corfiaveis para estimar a
probabilidade de malignizacdo de uma determinada quellite actinica (ULRICH C et a, 2007).
A posshilidade de mdlignizacdo pode ser maior se forem associados outros fatores
carcinogénicos, como o cigarro por exemplo (MARTINS - FILHO PRS, SILVA LCF, PIVA
MR. , 2011).

1.1.5 Etiologia

A etiologia da QA edta diretamente relacionada a exposicao crénica aos raios UV sem barreiras
protetoras, principalmente em individuos leucodermas, do sexo mesculino, acima de 45 anos
(JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012a). A susceptibilidade a radiacdo devido a espessura
epitelial ser muito fina, e ndo dispor da protecdo de queratina que a pele apresenta, contar com
menos melanina e quase nenhuma secrecdo de protecdo por parte das glandulas sebéceas e

sudoriparas, pode ser um fator determinante nestes pacientes de etnia branca.
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Individuos brancos apresentam melandcitos com atividade reduzida, pegquenos melanossomes e
pouca melaning, 0 que resulta em maior absorcdo da radiacdo pela pele. Sendo assim,
individuos de pele clara sdo mais propensos a desenvolver QA (LUCENA EES et a, 2012).

O curto efeito da exposicdo a luz ultravioleta é transitdrio, mas seu efeito cumulativo e
prolongado produz danos irreversiveis para o labio das pessoas (MACFARLANE&
TEREZHALMY, 1982).

1.1.6 Aspectos histologicos

Os aspectos histopatolégicos da QA podem variar, desde hiperceratose, variados graus de
displasias epiteliais até carcinoma in situ do lébio. Desta forma, atipias em células epiteliais
relacionadas com displasia epitelial sdo frequentes, como demonstrado no estudo de Xavier et
a. (2009) cujos 40 casos de QA andlisados apresentaram pelo menos 3 alteracdes relativas a
displasa epitelia. O epitdio também pode demonstrar microscopicamente hiperplasia,
acantose ou atrofia. (JADOTTE; SCHWARTZ, 20123).

No interior do tecido conjuntivo, os achados histopatologicos compreendem irfiltrado
inflametdrio de intensdade variada, vasodilatacdo e elastose solar (degeneracdo basofilica do
tecido colageno e elagtico, causada pela luz solar), sendo edta Utima uma caracteristica
proeminente em tecidos que sofreram danos pela radiacdo ultravioleta (NICO, M; RIVITTI,
EA; LOURENCO, SV 2007; CAVALCANTE; ANBINDER; CARVALHO, 2008; FREITAS
et a, 2011; VIEIRA et al., 2012; ROJAS et al., 2012).

A elastose solar € o traco mais marcante que acomete o tecido conjuntivo proximo ao epitélio,
induzido pela Iuz ultravioleta. Considerando que apenas 5 a 10% da radiacdo UV é refletida
pela pele e mais de 70% é absorvida, a elastose solar talvez promova algum tipo de protecéo
para os tecidos mais profundos (SAVAGE NW, MCKAY C, FAULKNER C,2010). Os tipos
mais afetados pela degradacdo séo os colagenos | e 11l (MARKOPOULOS A, ALBANIDOU-
FARMAKI E, KAYAVIS 1,2004)

O estuwdo de PifleraaMarques et a. (2010), examnou microscopicamente 16 casos
diagnosticados clinicamente como QA, dentre 0s quais 7 casos revelaram displasa moderada a
severa, 5 casos modtraram displasia leve e 4 casos ja tinham adquirido fendtipo maligno (2

carcinomes in situ e 2 CEC supeficidmente invasivos). O caracteristicas clinicas malignas
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também estava estabelecido em 2 das 20 hidpsias de QAs andlisadas por Martins-Filho. Da
Silva e Piva (2011), referem a importancia de um exame clinico criterioso, consderando que
casos com diagnogtico clinico de QAs podem exibir diagndstico histopatologico de carcinoma

de céluas escamosas.

Embora a interpretacdo histopatoldgica da displasa ainda sga considerada um campo
subjetivo, em 2005 a Organizacdo Mundia da Salde (OMS), usando como base determinados
critérios morfologicos (figura 6), classfica a displasa epiteliadl em leve, moderada e severa
(figura 7) (BARNES et al., 2005).

A severidade da displasa epiteliad estd diretamente relacionada com a progressdo para
maligndade (WARNAKULASURIYA et al., 2008). De aguma forma, o estabelecimento do
grau de severidade em displasias epiteliais se faz necessario para estabelecer um tratamento e
prognostico apropriado.

Figura 6- Critérios arquiteturais e citolégicos preconizados pela OMS (BARNES et al., 2005)
para o diagndstico de displasia epitelial.

CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO DE DISPLASIA EPITELIAL

AlteracOes arquiteturais AlteragOes celulares
Estratificacdo epitelial irregular; Anisonucleose (tamanho anormal do nicleo);
Hiperplasia da camada basal; Pleomorfismo (forma anormal) nuclear;
Projecdes epiteliais em gotas, Anisocitose (tamanho anormal da célula);
NUmero aumentado de figuras de mitose; Pleomorfismo (forma anormal) celular;
Mitoses Superficiais; Hipercromatismo nuclear;
Pérolas de ceratina. Aumento do ndmero e ou tamanhos dos
nucléolos.

Fonte: Adaptado de Warnakulasuriya et al. (2008)
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Figura 7- Critérios preconizados pela OMS (BARNES et al., 2005) para classficar o grau de
displasia epitelial oral.

GRAU DE DISPLASIA CRITERIOS
EPITELIAL
LEVE AlteracOes na arquitetura epitelial limitada ao terco inferior do

epitélio e poucas dtipias citologicas.

M ODERADA Alteragbes na arquitetura epitelial estendemrse até o terco
médio do epitélio e atipias citologicas em quantidade
moderada.

SEVERA Alteracdes na arquitetura epitelial observadas com

guantidade considerada de atipias celular e nuclear.

Fonte: Adaptado de Warnakulasuriya et a. (2008)

Embora a classficacéo da displasa epiteliad pelo sstema da OMS sega satisfatoriamente
utilizada em vérias pesguisas, tem sido observada uma variabilidade considerdvel na
interpretacéo inter e intra-examinadores, sobretudo, nas displasas moderadas cuja conduta
clinca normalmente envolve apenas o acompanhamento da lesio (WARNAKULASURIYA et
al., 2008).

Kuan et a. (2006) relataram que grande parte das displasias epiteliais moderadas tem um
potencial relativo de transformacdo maligna.

Para atenuar estas discordancias, temrse sugerido a reducdo das categorias na gradacdo das
displasias epitelisis com apenas duas categorias: baixo risco e alto risco de transformagdo
maligna. Em uma oficina coordenada pela OMS no Reino Unido para tratar questbes
relacionadas com as desordens potencialmente malignas, foi proposta a unid dos casos
diagnosticados segundo critérios morfologicos preconizados pela OMS (BARNES et a., 2005)
gradados como sem displasiadlcom displasa questiondvel/displasia leve, em um grupo
denominado de baixo risco; e em outro grupo, Seriam agrupados 0s casos com displasia
epiteliadl moderada/severa, sendo denominado de dto risco de transformaegdo maligna
(WARNAKULASURIYA et a., 2008). Assm, o sstema binario de gradacdo das displasias
epiteliais orais foi inicialmente publicado e testado por Kuan et a. (2006), seguido por outros
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estudos (LIU et al., 2010; CARVALHO et d., 2012; CALDEIRA et al., 2012; NANKVELL et
a., 2013).

Moderate dysplasia Severe dysplasia

Figura 8- Classficacéo das displasias epitelias segundo a OMS. A- Auséncias de displasia; B-
Displasia leve; C- Displasia moderada; D- Displasia intensa.

Fonte: http://cebp.aacrjournals.org/content/22/4/540.figures-only

Nankvell et a. (2013) compararam a reprodutibilidade e valor prognéstico entre o sistema
bindrio proposto por Kujan et a. (2006) e o sistema da OMS (BARNES et al., 2005) em 141
casos de displasias epiteliais orais (figura 8).

Liu et a. (2010) andlisaram 138 pacientes com desordens potenciaimente malignas orais com
displasia epitelial, acompanhando estes casos por cerca de 5 anos. Nesse periodo, 26,8% dos
casos se transformaram em cancer oral, sendo os casos diagnosticados com displasias epitéliais
de alto risco associados com risco 2,78 vezes maior de transformagdo, quando comparados aos

casos de baixo risco.

Essas cinco caracteristicas histopatologicas presentes nos quadros de QA  (acantose,
degeneracdo basofilica do tecido conjurtivo, inflamacdo no tecido conjuntivo, inflamacdo
perivascular, espessura da camada de queratine) mostram  associagdo  Significante  com
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severidade de transformacbes no epitdio. A medida que a severidade desses fatores
histopatologicos aumenta a severidade da transformacéo epitelial também muda. A acantose e 0
espessamento da camada de queratina epitelial podem representar que a radiacdo UV causou
dano inicial acamada de células basais (KAUGARS GE et a, 1999).

Na QA os gueratindcitos passam por uma transformacdo molecular e genética induzida pelos
raios UV e tornam-se queratindcitos neoplasicos, a QA é na verdade o resultado da expansdo
clonal dos queratindcitos transformados (WOOD NH, 2011).

Apesar de ser praticamente um consenso 0 fato de se basear no diagndstico histopatologico
com a graduacdo da displasia epiteliad para redlizar o tratamento da QA, aguns estudos
sugerem que a evolucdo do carcinoma ndo estd associada com nenhum tipo particular de
displasa (NETO PIMENTEL DR et a, 2006; WARNAKULASURIYA S, 2001).

1.1.7 Aspecto clinico

A QA em geral manifesta-se em toda a extensdo do l&bio inferior e pode apresentar sinais
diversos como atrofia, perda de elasticidade, edema, manchas, placas brancas e/ou
eritematosas, Ulceras, erosdes, crodtas, fissuras, ressecamento, sangramento, descamacdo,
eversdio do sulco sublabiad e perda do limte de transcdo entre vermelhdo e pele
(CASTINEIRAS | et a, 2010; MARKOPOULOS A et a, 2004). Alguns pacientes podem
apresentar manchas acinzentadas e/ou acastanhadas. O aspecto do l&bio ndo € em gerd,
uniforme, podendo apresentar alguns dos sSinais citados em diferentes partes do mesmo
(MARKOPOULOS A et al, 2004).

Existem duas formes clinicas de QA: aguda e crbnica. A forma aguda é mais comum em
individuos jovens e ocorre aplds exposicdo excessva a luz ultravioleta, enquanto a forma
cronica € uma dteragdo cumulativa e irreversivel. Em QA crbnica, o labio clinicamente
apresenta atrofia, placas brancas ou cinzentas e erosdes recorrentes. A lesdo € gerdmente
assintomética, mas pode, em alguns casos, ser acompanhada por uma sensacdo de queimagdo,
dorméncia e dor (MARKOPOULOS A, ALBANIDOU-FARMAKI E, KAYAVIS |, 2004;
WRIGHT K, DUFRESNE R, 1998).

O quadro inicial pode ser muito sutil e assintomético. O paciente relaciona com 0 processo
normal do envelhecimento (MAIN JH, PAVONE M, 1994).
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Quando ha a presenca de Ucera, o deservolvimento do CEC pode ser considerado,
principaimente se ha endurecimento nas bordas e infiltracdo a palpacédo (MARKOPOULOS A
et a, 2004).

As dteractes clinicas mesmo discretas acabam por ter periodos de melhora e piora, mas nunca
ha regressdo total. A atrofia € mencionada em quase todos o0s casos, sendo ela mais leve ou
mais agressiva (JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012).

A atrofia € 0 aspecto edtreito da semimucosa do vermelhdo, deixando a superficie do labio lisa
e brilhante. O ressecamento esta presente em guase todos 0s quadros e as manchas eritematosas
s80 produzidas por vasodilatacdo. As placas quando presentes ndo Sd0 removivels

mecanicamente e sdo discretamente e€evadas.

Nem sempre todos os sinais citados se fazem presentes, mas a biépsia incisional é fundamental
para a confirmacdo do diagndgtico e a gradacéo da displasia epitelial, além de constituir a Unica
forma de excluir totalmente apossbilidade de carcinoma (HUBER MA, 2010).

1.1.8 M odalidades terapéuticas

A escolha do tratamento da QA normalmente € baseada no resultado do exame histopatolgico
com a referéncia do grau de displasia epitelial em que se encontra a lesdo. Em geral, para lesbes
em gue ndo ha displasia ou a displasia discreta, e alguns autores relatam também para displasia
moderada (MARTINS - FILHO PRS, SILVA LCF, PIVA MR, 2011), a conduta é orientacdo
do paciente com relagdo a0 uso do fotoprotetor labial, a fim de evitar danos adicionais e
acompanhamento clinco por longo periodo. N&o existe maneira confiavel de determinar
clinicamente o grau de alteragdo epitelia histoldgico, portanto ndo se deve tratar as lesdes de
QA apenas com base em seu aspecto clinico, sendo importante a bidpsia incisional para 0
correto diagndstico (NEVILLE BDD, ALLEN CM, BOUQUOT JE, 2004).

Para as lesdes diagnosticadas com displasias epiteliais moderadas ou intensas ha uma série de
tratamentos propostos na literatura, alguns ja consagrados por sua eficacia, porém bastante
invasivos e dolorosos, e outros ainda em avaliacdo quanto a sua eficécia e conforto para o
paciente. O tratamento da QA visa a prevengd0 do desenvolvimento do carcinoma
(DUFRESNE RG, Jr., CURLIN UM, 1997).
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Desde que ndo existem provas laboratoriais ou procedimentos clinicos que permitam o
discernimento acerca de quais lesdes tém maior ou menor possibilidade de evolucdo maligna, o
mango dos casos de QA ainda apresenta fata de consenso no meio cientifico (ZIDE MF,
2008).

As opcdes terapéuticas mais aceitas pela literatura sdo: vermelhonectomia, aplicacdo topica de
fluorouracil  (FU), imiquimod, ablagdo a laser (CO2 e Er'YAG), terapia fotodindmica,
criocirurgia, peeling quimco com &cido tricloracético, eletrocirurgia,  diclofenaco
(CASTINEIRAS [, 2010; de GODOY PERES FF, 2009 ). H& outros tratamentos pouquissmos
relatados na literatura, como &cido retindico e dermabrasdo (GHASRI P, 2012; DUFRESNE
RG, 2008).

A vermelhonectomia é o tratamento maior escolha e tradicional para os casos de QA avancada.
Corresponde a remocdo total do vermelhdo do labio ou remogdo cirdrgica de natureza
horizontal da area comprometida de todo o labio. Embora hagja relatos na literatura de boa
resposta bioldgica, normalmente deixa sequelas, como parestesia, disestesia,  discéncia,
hematoma, sensacdo de formigamento da area afetada, além de dor e tensdo tecidual na area da
cicatriz. E o (nico tratamento que permite a andlise histopatologica de todo o tecido. Traz
inevitalmente um trauma psicolégico ao paciente. (SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN T,
2010). Apesar de agressivo e desconfortavel, ainda é o Unico méodo que permite a andlise
histolégica de todo 0 tecido e é considerado o “padrido ouro” em termos de eficacia quando
comparado aos outros recursos (SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN T, 2010). E indicada
preferenciamente em lesdes difusas com displasa intensa (JADOTTE YT, SCHWARTZ RA,
2012).

Imqumod se da com agdo de um imunomodulador, com acdo antitumoral estimulando o
sistema imune para produzr interferon, um agente quimico que destréi além das lesbes pré-
cancerosas através da acdo da apoptose celular. Utilizado aguns canceres de pele superficiais.
Apesar de ser bem tolerado, os efeitos adversos séo similares aos do 5 FU, com relatos de
lesbes ulceradas apds a aplicacdo da medicacdo (SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN T,
2010). Alguns estudos sugerem que as citocinas produzidas pela agdo do imiqumod promovem
a restauracéo do padrdo celular genético normal, invertendo a base genética na qual o ciclo
celuar anormal € organizado. E utilizado em tumores cutdneos (BURNS CA, BROWN MD,
2005) e aplicado em base cremosa a 5% durante vérias semanas (CASTINEIRAS | et al, 2010;
WOOD NH, 2011; de SOUZA LUCENA EE et a, 2012. Os efeitos colaterais sS40 0S mesmos
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do fluorouracil. (MCDONALDS C et a, 2012) e ha relatos de pacientes que apresentam Ulceras
aftosas proximes a regiio de aplicacdo do medicamento (CHAKRAPARTY AK, 2005). E
indicado para casosiniciais e displasas moderadas (JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012).

Outra modalidade de tratamento € o quimiotergpico 5- Fluorouracil tépico. A sua agdo se da
pela absorcdo da medicacdo nas células em estado de maior atividade metabdlica que séo
susceptiveis aos efeitos inbitérios do 5 FU, gerando a partir de dai a apoptose celular. Os
maiores transtornos deste tratamento se déo pelos seus efeitos adversos como ulceragdes e
erosbes pela acdo da medicagdo. A cicatrizacdo se dard até em 21 dias apds a conclusdo do
tratamento. O 5-fluorouracil tépico é usado no tratamento de lesBes cancerizaveis de pele e
inbe a enzma timdilato sintetase agindo como um antimetabdlico na biossintese de &cido
desoxirribonucleico (SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN T, 2010; BAGATIN E, 2010). O
tratamento dura em torno de 15 dias. O €feito colateral esta no desconforto devido & erosdo e
ulceracdo provocada pela substéncia até a completa cicatrizagcdo da regido que ocorre em 2 a 3
semanas apos o término do tratamento. Muitos pacientes Ndo conseguem suportar toda a terapia
e ha indices considerdveis de recorréncias entre 10% e 60% segundo alguns autores (de
GODOQY PERES FF et a, 2009), havendo recomendacOes na literatura para que sgja utilizado
apenas em casos iniciais e displasias moderadas (JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012).

O Laser de dioxido de carbono (CO2) age sobre todo o labio. A sua acéo é parecido com o da
crioterapia, separando a derme da epiderme (SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN T, 2010). Os
efeitos adversos s8o0 minimos, embora possa apresentar dor e edema pds operatério, sem relatos
de cicatrizes. E usado para displasa moderadas e intensas (SHAY AY, DOHERTY SD,
ROSEN T, 2010; GODOY PERES FF, 2009). Na nmaioria dos casos ndo ha parestesia, embora
possa ocorrer dor e edema pds-operatdrio; a cicatrizacdo € bastante satisfatéria e o0 contorno
normal do l&bio € preservado (ZELICKSON BD, ROENIGK RK, 1990).

Alguns autores consideram este o método de maior sucesso sob 0s aspectos terapéutico e
cosmético, aém de apresentar menor nimero de complicactes (CASTINEIRAS | et al, 2010).
Ha estudos que avaliam apenas clinicamente antes e apds 0 procedimento, sem a confirmacdo
histolégica, 0 que também dificuita a avaliagdo cientifica da eficacia do método (SHAY AY,
DOHERTY SD, ROSEN T, 2010). E indicado para displasas moderadas e intensas
(JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012).

O laser ErYAG (laser de itrio, auminio egranada) é um laser cya forma activa € o érbio

dopado com itrio, auminio e granada. Prople-se a ser téo eficaz quanto o laser de CO2, porém
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com menores efeitos colaterais e melhores resuitados cosméticos para 0 paciente, desde que €
absorvido pela &gua (0 que potencialmente causa menores danos aos tecidos adjacentes)
(ORENSTEIN A, 2007). Fatam estudos com maior nimero de pacientes, nmaior tempo de
follow up e com bidpsias redizadas neste periodo avaliacdo histolégica (ARMENORES P,
2010; JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012).

A crioterapia € um método terapéutico bastante aceito pelos pacientes. Normalmente, usa-se a
aplicacdo de nitrogénio liquido como agente terapéutico para tal modalidade de tratamento. A
partir da aplicacdo da crioterapia ha uma cristalizacdo, com a separacdo da derme com a
epiderme A crioterapia é mais utilizada em pele do que em ldbio (SHAY AY, DOHERTY SD,
ROSEN T, 2010). N&o necessita de anestesia local, € mais utilizada em pequenas éreas, pois
Seu uso em toda a extensdo do labio causa pos-operatério muito dolorido e ndo ha um protocolo
definido para o tempo de aplicacd ou equipamento especifico para essa modalidade de
utilizacdo (JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012).

O Pedling quimico € a aplicacdo do &cido tricloroacético 50% sobre a pele. As camadas
superiores se desprendem e, em geral, se regeneram em sete dias. Alguns estudos relatam que
ndo hd acdo seletiva entre as células normais e ateradas (SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN
T, 2010). A cicatrizacdo se da normamente em 7 a 10 dias. N&o ocorrem muitos efeitos
colaterais graves, mas o indice de recidivas bastante alto, proximo aos 70% (CASTINEIRAS |
et a, 2010).

Diclofenaco € um arti-inflamatorio ndo estride (AINES) em forma de gl a 3%. Alguns
estudos sugerem que a acdo se da blogueando a prostaglandina com a inibicdo consequente da
Cox 1 e COX 2, gerando apoptoses (LIMA Gda S, 2010). Seu mecanismo de agdo ainda néo
estd completamente claro. Estudos sugerem que ele age na apoptose celular através da inibicdo
das cicloxigenases (COX) 1 e 2 (especidmente COX 2), bloqueando desta forma os passos
iniciais da producdo de prostaglandines (SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN T, 2010;
ULRICH C, 2007). Os efeitos adversos sdo bem menores gue outras modalidades terapéuticas.
(SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN T, 2010; LIMA Gdas, 2010).

Na eletrocirurgia a dissecacdo destroi o epitélio do vermelhdo, retardando o reparo do tecido e
formando cicatriz aparente. Assm como a crioterapia, € redlizada em regides especificas do
l&bio, porém necessita de anestesia local (JADOTTE YT, SCHWARTZ RA, 2012). Nédo ha
estudos suficientes para comprovar sua eficacia (SHAY AY, DOHERTY SD, ROSEN T,
2010).
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A terapia fotodindmica (TFD) tem sido uma das formes de tratamento de QA mais estudadas
utimamente. E um método relativamente novo que comegou sendo utilizado para tratar outras
doencas dermatologicas (BABILAS P et a., 2010). Envolve o0 uso de um agente
fotossensibilizante (FS) e uma forte de luz ativadora entre 400nm e 700nm (BERKING C,
2007) para induzr a producdo focal de radicais de oxigénio, que afetam a membrana celular e
suas organelas resuitando em morte celular por necrose ou apoptose (BABILAS P et a. 2006;
ALEXIADES-ARMENAKAS M, 2007). O agente fotossensibilizante mais utilizado é o &cido
5-aminolevulinico (5-ALA) e seu metil ester (metilaminolevuinato — MAL) (CALZAVARA-
PINTON PG, ROSSI MT, SALA R, 2013) que é convertido a fotoporfirina IX dentro das

células-alvo, o gque permite aabsorcéo seletiva de luz

1.2 Terapia Fotodinamica (TFD)

A Terapia Fotodindmica consiste na aplicacdo sistémica ou localizada de uma substéncia
fotossensibilizante seguida por sua excitacdo por uma luz de comprimento de onda especifico.
Desta forma, ha 0 desencadeamento de uma reacdo fotoquimica entre o fotossensibilizante e o
oxigénio molecular, sendo o resuitado dessa reacdo a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), que causam danos as células (TRESSCHEIJIN et a, 2007).

Essa terapia € mais seletiva ao tecido tumoral por induzir menores efeitos colaterais em outras

estruturas do organismo. Essa sdetividade pode se dar tanto pelo acumulo preferencial do
farmaco fotossensibilizante no tecido tumoral (BHUVANESWARI et a 2009), quanto pelo

fato deairradiagdo ser direcionada a area especifica da neoplasia.

Novas modalidades terapéuticas ndo cirlrgica, como a terapia fotodindmica, tem sido propostas
para as lesdes bucais potencialmente malignas por ser pouco invasiva, facil execucdo, além de
ser capaz de erradicar a doenca obtendo um excelente resutado estético. (VAN DONGEN,
VISSER, VROUENRAETS, 2004).

Esse efeito fotodindmico ocorre por meio de duas reactes, denominadas de reacdo do Tipo | e

do Tipo Il. Na reacdo do Tipo I, o fotossensbilizante excitado transfere energia para 0 oxigénio

ou biomoléculas, produzindo radicais livres ou outras espécies reativas de oxigénio.
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Na reacdo do Tipo Il, o fotossensibilizante excitado transfere energia diretamente ao oxigénio
tripleto para former seu estado excitado, denominado oxigénio singleto (10,). As ERO tendem a
interagir com estruturas proximas para atingir a estabilidade energética, comportando-se como
receptores ou como doadores de elétrons. Assm, essas noléculas podem ligar-se a
condtituintes celulares tais como lipidios de membranas, proteinas e DNA, ocasonando, a
morte celdar de forma direta e/ou rompendo 0s vasos sanguineos responsavels pela nutricdo
tumoral. Existe ainda a possbilidade da morte celular induzida pela TFD levar a indugdo de
uma resposta imunologica do organismo (DOLMANS et a 2003; TRIESSCHEIIN et a 2006).

O suwesso da TFD edta relacionado, entre outros fatores, a escolha do farmaco
fotossensibilizante. Para ser considerado ideal, o farmaco fotossensbilizante deve apresentar
alguns pré-requisitos tais quais. estabilidade fisico- quimica, acumulacdo preferencial na area
tumoral, pureza quimica, rdpida excrecdo pelo organismo e ato rendimento de geracdo de ERO
(ALLISON et a, 2004; ALLISON et al, 2010).

Véarios fotossensbilizantes ja foram desenvolvidos e a classficacdo deles tem como base o
periodo em que foram sintetizados e suas caracteristicas especificas (VAN STRATEN et 4,
2017). Os farmecos fotossensibilizantes de primeira geracdo sdo compostos derivados da
porfirina e estdo associados a diversos fatores que limitam suas aplicagdes clinicas como pouca
seletividade, necessidade de grandes quantidades para obtencdo de uma adequada eficiéncia e
fototoxicidade cuténea elevada (NOWIS et a, 2005, VAN STRATEN et a, 2017).

A segunda geracdo de fotossensbilizantes foi desenvolvida com o objetivo de aprimorar 0s
resuitados obtidos com os farmacos de primeira geracdo. Esses novos fotossensibilizantes
constituem principalmente porfirinas, derivados de clorinas e corantes (CHATTERJEE et a
2008). Entre as diversas classes de fotossensibilizantes de segunda geragcdo destacam-se as
ftalocianinas, um grupo de compostos que absorve luz fortemente na faixa do vermelho visivel,
ou sga, entre 650-680 nm. Por absorverem luz em um comprimento de onda mais elevado do
que os fotossenshilizantes de primeira geracdo, as ftalocianinas conseguem ser excitadas além
da superficie tumoral, ou sgja, em planos mais profundos do tecido. Além disso, associagdo da
ftalocianina a metais como 0 znco, o auminio, o cloro e o dlicio, aumentam a sua eficacia
durante afotossensibilizagdo (TOMAZINI et a 2007).
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A gande maioria dos fotossensbilizantes, em especial os derivados de ftalocianines, €
dtamente hidrofébica, ou sga, pouco solivel em solucbes aquosas. Desta maneira, 0S
fotossensibilizantes hidrofébicos devem ser associados a uma estrutura que facilite o seu
transporte no ambiente fisioldgico (KIESSLICH et a 2006).

Assm comecaram a ser desenvolvidos os denominados fotossensibilizantes de terceira geracéo,
gue sdo os farmacos da primeira e da segunda geracéo conjugados com modificadores, como
anticorpos ou nanoparticulas (ALLISON et a 2010).

A fonte de luz € outro fator importante para a TFD, por estar envolvida tanto com o sucesso do
tratamento quanto com sua toxicidade (ALLISON et al 2008). O primeiro pré-reguisito é que a
liz sgja emitida no comprimento de onda de absorcdo do fotossensbilizante, como citado
anteriormente entre 650-680 nm para as ftalocianinas. A fonte de luz deve ser aplicada em

poténcia adequada e dose total de energia suficiente para induzir a destruicdo do tumoral
(MANG et a 2008).

Dentre as diversas fontes de luz que podem ser utlizadas para irradiar tecidos tumorais
destacam-se os laser, pois emitem fotons com mesmo comprimento de onda e se propagam em
uma Unica diregd0 0 que posshilita que a radiacdo sgja focalizada em regifes diminutas.
(HUANG et d 2008; SINGH et al, 2010).

A TFD utiliza um fotossensbilizador (FS), que no presente trabalho € o Cloreto auminio
ftalocianina (CIAIFt) de uso exégeno no tecido lesado (in vivo), que foi exposto a Iuz,
resultando na ocorréncia de reacfes organicas que originam radicais livres, capazes de danificar
componentes da célula-alvo (ESCOBAR, 2006).

1.2.1 Terapia fotodinamica com Cloreto Alumino Ftalocianina

As ftalocianinas vém sendo utilizadas na TFD para o tratamento dos mais diversos tipos de
cancer, obtendo resultados promissores como tratamento complementar em quadros de
melanoma e glioblastoma (CAKIR et a., 2015; DIXIT eta., 2015; EL-KHATIB et a 2015).

Como farmacos fotossensibilizantes de segunda geracdo, as ftalocianines possuem propriedades

fotofisicas vantajosas e diversos estudos mostram seu potencia para a TFD (CAMUR, AHSEN
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e DURMUS, 2011; LONGO et a., 2013; MACHADO et al., 2010). As ftalocianinas sdo
pigmentos tetraazoindolicas andlogas as porfirinas com forte absor¢éo na regido do vermelho
do espectro eletromagnético (670 nm 780 nm), cuja estrutura molecular pode ser modificada
inserindo-se ligantes periféricos e€/ou axiais, bem como metais entre quatro nitrogénios centrais
(Figura 7), com extensa aplicacdo, industrial, tecnolégica e médica (CAMUR, AHSEN e
DURMUS, 2011; KULBACKA, 2015; ZEBALLOS et al., 2012). Entretanto, por apresentarem
baixa solubilidade em agua o seu uso em TFD é limitado, uma vez que agrega facilmente em

meio fisiologico.

M = Al, Ge, Si, Sn, Zn

Figura 9- Estrutura molecular das Ftalocianinas

Fonte: httpwww.sigmaealdrch.com

A €ficiéncia da TFD depende fundamentalmente da quantidade de EROs produzida no local a
ser tratado. Conmo as ftalocianinas dos complexos Al(lIT), Ge(IV), Si(1V), Sn(IV) e Zn(ll)
possuem ions diamagnéticos espera-se um aumento significante do tempo de meia vida de seu
estado tripleto excitado, aumentando a producdo de 10, , tornando-as boas candidatas a
farmacos fotossensibilizantes (OGUNSIPE e NYOKONG, 2005).

A €ficiéncia da TFD também depende da capacidade do farmaco fotossensibilizante de se
acumular seletivamente nos tecidos tumorais, influénciada pelas propriedades fisico-quimicas e
pelo modo de liberacdo do farmaco, sendo que sua incorporacdo em membranas bioldgicas é

bastante favorecida quando se utiliza um sistema de liberacdo adequado utilizando varias
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tecnologias, dentre elas os nanocarreadores (ANDRADE et a, 2015; ARIAS et al, 2011;
BARBUGLI etal., 2010; TIBBITT , DAHLMAN eLANGER, 2016)

1.3 Uso da Nanoparticulas em Nanoemulsao

Para uma terapia fotodindmica eficaz e segura, é fundamental que o FS sga liberado em
concentragdes ideais para as células avo, sendo simultaneamente absorvidos em peguenas
quantidades por células ndo avo, minmizando assim os efeitos adversos em tecidos saudavels.
Existem aguns obstéculos para se dcancar este objetivo: a maioria dos FS tem uma
conformecdo planar e tendem a ser dtamente hidrofébicos, e, portanto, a maioria forma
agregados em ambientes aquosos. Esta agregacdo diminui a eficicia do FS, que deve estar em
sua forma monomérica para ser fotoativo. Em segundo lugar, os FS em geral ndo tem afinidade
especifica por céulas tumorais, 0 que permite que sgiam também difundidos por outros tecidos
ndo afetados (HUANG Y-Y, 2012).

O emprego de nanocarreadores também permite que os farmecos FS atravessem barreiras
biolégicas, como as membranas plasméticas, facilitando a liberacdo dos fa&rmecos para o
interior das células. Essas nanoformulaces garantem estabilidade do farmaco e evitando desta
forma a sua degradacéo precoce (BHASKAR S, 2010).

Esforcos consideraveis tém sido dirigidos & concepcdo de sistemas de liberacdo que possam
incorporar 0 FS em sua forma monomé&ica, sem diminuir a sua atividade e, sem causar
quaisguer efeitos nocivos in vivo. A nanotecnologia pode superar esses obstaculos promovendo
a liberagdo especifica de farmacos ao tecido-avo. Muitos desses sistemes de liberagdo sdo
nanoestruturas, como por exemplo, nanoestruturas lipidicas (lipossomas e micelas) que tém
sido rotineiramente utilizadas em TFD como veiculos carreadores de FS hidrofébicos antes

mesmo da nanotecnologia setornar uma area especidizada (HUANG Y-Y, 2012).

Os mecanismos pelos quais essa liberagdo é redlizada sdo bastante estudados e podem ocorrer
de duas maneiras. ativa e passva. O direcionamento passivo, também conhecido como efeito
EPR (do inglés, Enhanced permeability and retertion effect) se baseia na exploracdo das
caracteriticas anormais da vasculatura tumoral, como a hipervascularizagdo, arquitetura
aberrante, producdo extensa de fatores vasculares de permeabilizacdo e drenagem linfatica
pouco eficaz (GREISH K, 2010). A necessidade de uma rapida vascularizagdo para nutrir 0
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rgpido crescimento do tecido canceroso, por exenplo, leva a formagdo de uma arquitetura fraca
e defeituosa, com a presenca de fenestragdes o que, por sua vez, pode ser facilmente acessivel
aos farmacos quimioterdpicos. Alguns farmacos podem ser administrados como pro-farmacos
ou farmacos inativos, que, uma vez expostos ao microambiente tumoral, tornam-se ativas. Ja o
direcionamento ativo, pode ser redlizado de duas formas. com aplicagdo local do FS permitindo
que o farmaco sgja admnistrado diretamente no tecido do tumor, evitando a circulagdo
sistémica e metabolizacdo por outros sistemes antes de chegar ao alvo pretendido (SINHA R,
2006) ou na funcionalizacdo de nanoestruturas acopladas a anticorpos contra receptores que

sgjam especfificos ou mais expressados em cdlulas tumorais (TORCHILIN VP, 2007).

Dertre as nanoestruturas Uutilizadas em TFD, as nanoemulsdes poliméricas sd0 promissoras
como uma opcdo terapéutica de liberacBo de farmacos, pois sdo faceis de preparar e
termodinamicamente  estveis. A biocompatibilidade das meatérias-primes empregadas para a
sua obtencdo (Oleos de origem natural ou semissintética e fosfolipideos) torna estes sistermes

uma alternativa promissora para a administracéo de diversos tipos de moléculas.

Nanoemulsdes podem ser definidas como sistemas heterogéneos nos quais um liquido (a fase
interna) € disperso em outro (a fase externa) na forma de goticulas, na presenca de um agente
emulsficante e estabilizado por polimeros. Suas propriedades fisico-quimicas, influenciadas
pela composicdo quditativa e quartitativa, e pelas condicdes de preparagdo, devem ser
estritamente controladas, visando a administragdo por via parenteral e a estabilidade do sistema
(BRUXEL F, 2012). Geramente as nanogoticulas em suspensdes estéveis exibem tamanhos
entre 50 e 500 nm, sdo opticamente transparentes mesmo em concentragcdes altas, apresentam
bom transporte por difusdo, boa elasticidade e estabilidade e podem ser armazenados sem a
ocorréncia de sedimentacdo ou coadescéncia de goticulas. (JUMPING W, 2003). Essas
caracterigticas sdo favoravels para que essas nanoestruturas sgjam utilizadas na  induUstria
farmacéutica (MASON TG, 2006).

O emprego de nanoemulsdes poliméricas em TFD é geralmente usado em aplicacdes topicas do
FS na pele ou em outras superficies mucosas. Vérios métodos para aumentar a absorgcéo e
penetracdo atraves da pele tém ddo intensivamente investigados. Primo, Bertley (PRIMO FL,
BENTLEY MV, TEDESCO AC, 2008) avdiaran o FOSCAN (meta-tetrahydroxyphenyl
clorina, MTHPC) (Scotia Pharmeceuticals Ltd., Guilford, Surrey, Reino Unido) em uma
nanoemulsdo composta de fosfatidilcolina de soja Epikuron 170/Tween 80 e surfactantes ndo
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ibnicos 188/Span Poloxamer ® 80 e demonstraram que formulagdo possui um excelente
transporte transdérmico apos 6 h da aplicacdo. O mesmo grupo também investigou uma
nanoemulsdo  magnética congtituida por  tensoativos  biodegradaveis e fluidos magnéticos
biocompativeis de cobalto-ferrita cobertos com citrato para encapsular ZnPc com a intencdo de
combinar TFD e magnetohipertermia para produzir a morte celular sinérgica. Outros estudos
usaram nanoemulsdo composta de particulas de lecitina de ovo de 30 nm para aumentar a
liberacdo de ALA através de um modelo ex vivo de pele de espessura total (HUANG Y-Y,
2012).

Estudos tém demonstrado que nanoemulsdes poliméricas podem aumentar a liberacéo
preferencial de FS a células tumorais e, consequentemente, diminuir os efeitos secundarios
toxicos da TFD por diferentes vias de administracdo (BRUXEL F, 2012; JUNPIMG W, 2003).
A adicdo de polimeros hidrofilicos as nanoemulsdes pode resultar no prolongamento do tempo
de circulacéo das emulsdes na corrente sanguinea e menor biodistribuicdo, o que pode ser
atribuido a barreira estérica formada pelos polimeros em relacéo as proteinas (JNG X, 2013;
WANG J MAITANI Y, TAKAYAMA K, 2002), adém de reduzr a tensdo interfacial e/ou
aumentar a repulsdo entre as goticulas (TALMIVANAN S, 2013). Nanoestruturas compostas
de polimeros como o Poli (metil vinl eter co-anhidrido maleico) ou PVM/MA tém
demonstrado  biocompatibilidade,  biodegradabilidade e seguranca (YONCHEVA K,
LIZARRAGA E, IRACHE JM, 2005).

1.4 Situacdo atual da TFD no tratamento da Queilite Actinica

A terapia fotodindmica topica no tratamento de cancer de pele ndo-melanoma foi descrita em
1990 por Kennedy , Pottier e Pross, e tem sido utilizado em todo o mundo para o tratamento de
lesBes cancerizavels, sendo muito eficaz para a ceratose actinica, empregando (AK) o é&cido 5 -
aminolevulinco (ALA) ou um seu derivado aminolevdinato de metilo (MAL) como
fotossensibilizador precursor (TSCHEN, 2006; BRAATHEN,2012).

A seguranca e eficicia do ALA e MAL topico por TFD tem sido amplamente demonstrado no
tratamento da queratose actinica (DE BERKER, MCGREGOR, HUGHES, 2007; ANGEL-
PETERSEN , SORENSEN, WARLOE et a, 2006; MORTON, BROWN, COLLINS et 4,
2002, PARISER et a, 2003). No entanto, a instabilidade do ALA na formulacdo aquosa e sua
baixa solubilidade lipidica, que limitam a capacidade de penetrar através da pele ou membranas
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celulares, foram identificados como o principal inconveniente deste fotossensibilizador,
restringindo, assm, 0 seu uso em TFD para lesdo supeficial (DI VENOSA, HERMIDA,
BATTLE et a, 2008).

MAL foi aprovado para TFD, ndo apenas para as lesbes superficiais, mes também para o
tratamento de carcinomas pequenos nodulares, devido a sua penetracdo na pele superior, em
comparagd com ALA (BRAATHEN, 2007; BABILAS, 2010). Também o protocolo de
tratamento com MAL € mais padronizado que 0 do 5-ALA, o qual utiliza diversas fontes de luz
ou tratamentos adjuvantes (5-fluorouracil e dermoabrasio antes das sessOes, por exemplo).
Além disso, MAL utliza luz vermelha com comprimento de onda maior, permtindo uma
penetracdo mais efetiva daluz (KUZELOVA et d 2005; GAD et a 2002).

Existem poucos trabalhos comparando 5-ALA e MAL, entretanto, o MAL por ser mas
lipofilico, tem penetracdo maior, podendo ser usado também em neoplasias cutdneas néo
melanociticas (NCNM). Nenhuma diferenca clara foi observada no tratamento de queratose
actinica entre ALA + PDT e MAL + PDT em um estudo comparativo (MOLONEY, COLLINS
, 2007).

Os estudos com terapia fotodindmica iniciaramse em 1995, usado especificamente para
queilite actinica. Trés pacientes foram tratados com &cido 5-aminolevulinico e uma luz néo
coerente. Houve clareamento completo das lesbes e por um periodo de 12 meses ndo houve
recidiva. Posteriormente um estudo maior, com 19 pacientes (11 deles com comprovagdo por
bidpsia pré-tratamento), foi usado TFD com pulsed dye laser (PDL) (595nm) (ALEXIADES-
ARMENAKAS MR, GERONEMUS, 2004). O agente fotossensibilizante foi o ALA. Houve
resposta clinica completa em 68% dos pacientes, que foi mantida apds um periodo medio de
acompanhamento de 4,1 meses. Em outro estudo, foram selecionados trés pacientes com
queilite actinica, que declinavam o tratamento cirlrgico, para serem tratados com TFD usando
metil-aminolevulinato e luz vermelha. Um deles ja havia se submetido ao tratamento com 5-
flouracil topico e imiquimod 5% tOpico sem sucesso. Em avaliacdo feita até 13 meses apos
tratamento, boa melhora clinica e excelente resutado cosmético foram observados.
(ALEXIADES-ARMENAKAS MR, GERONEMUS, 2004).

O estudo com meior tempo de seguimento, selecionou 5 pacientes que haviam rejeitado
intervencdo cirlrgica e ja tinham sido submetidos a outros tratamentos ndo-invasivos sem
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sucesso, (ROSSI R. et a, 2008). Esses pacientes tinham queilite actinica comprovada por
biopsia e foram tratados com duas sessdes de TFD usando metil-aminolevdinato e luz
vermelha e em seguida acompanhados por 30 meses. Resposta clinica completa e excelentes
resuitados cosméticos foram mantidos ao longo dos 30 meses sem sinais de recidiva. Berking et
al (2007) tratou 15 pacientes com guellite actinica com duas sessbes de TFD usando metil-
aminolevulinato e luz vermelha. Apds 3 meses esses pacientes foram reavaliados clinicamente
e submetidos a uma nova bidpsia para andlise histopatoldgica pés-tratamento. Resposta clinica
completa foi observada em 47% (7/15) e parcial em 47% (7/15). Doenca resdual na
histopatologia foi observada em 62% (8/13) dos pacientes. Esse estudo concluiu que a TFD
pode ser um método efetivo e ndo invasivo para tratamento da queilite actinica (BERKING et
al, 2007). Essa conclusdo pode ser melhor entendida a0 se comparar com o percentual de cura
histopatologica observado em métodos terapéuticos consagrados. Ha relato em que, de 20
pacientes com QA tratados com esse método, observou-se melhora histopatoldgica em apenas 7
(35%) (OLIVEIRA FILHO J, 2008).

Em 2007 foi publicado um caso no Japdo tratado com 5-ALA e exicimer-dye laser (630nm),
com boa melhora clinica e desaparecimento da displasa celular observado na bidpsia pos-
tratamento (KODAMA M et a., 2007). Em 2008, foi publicado estudo em que 10 pacientes
com quellite actinica comprovada por bidpsia foram tratados com duas sesstes de ALA-TFD
utilizando luz vermelha incoerente (570- 670nm) (SOTIRIOU et a, 2008). Houve resposta
clinica completa apds duas sessdes em 90% dos pacientes e resposta parcia em 10%, apés 3
meses. Os pacientes com resposta clinica conpleta foram submetidos a uma nova bidpsia,
constatando-se doenca resdual em um caso. Levando em consderacdo a clinica e a
histopatologia, 80% dos pacientes obtiveram resposta completa.

Sotirou et a (2010) tratou 38 pacientes com duas sessdes de ALA-TFD usando luz vermelha
ndo coerente e acompanhou esses pacientes por 18 meses, fazendo bidpsias pos tratamento para
confirmar cura vista na andlise histopatologicaa Dos 38 pacientes, apenas 22 (57,8%)
permaneceram com cura clinica apos 18 meses. Desses 22, 5 pacientes tinham evidéncia de QA
na histopatologia. Ou seja, apos 18 meses apenas 17 (44,7%) pacientes tiveram cura clinica e
visualizadas na andlise histopatoldgica.

Outro estudo em 2012, tratou 19 pacientes com uma sessdo de MAL-TFD, e observou que
apesar do bom nivel de satisfacdo dos pacientes com o tratamento, 16 pacientes ainda
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martinham sinais de QA na andlise histopatoldgica realizada na bidpsia apés 2 meses do
tratamento (RIBEIRO et al, 2012).

Nesta andlise vemos a evolucdo e seus efeitos colaterais com os diversos fotosensibilizantes ao
longo dos anos, avaliando suas aplicagbes, bem como suas respostas terapéuticas parcias e

totais.

1.5 Justificativa

Para aumentar a eficicia do tratamento com a TFD, pesquisas tém sido feitas na procura por
novos farmecos, fontes de luz mais especificas, e novos protocolos clinicos experimentais.
Estas pesquisas tém encontrado um grande impulso nas abordagens da nanobiotecnologia que
possibilita o desenvolvimento de novas formulagbes de farmacos fotossensiveis em veiculos
nanoestruturados, que visam especificidade e aumento da penetragdo do pro-farmeco e assm
melhoria dos resultados obtidos com a TFD, sobretudo, com relacdo ao ALA que na pele sofre
interferéncia de fatores como concentracdo, tipo de veiculo utilizado na sua preparagdo, tempo

de aplicacdo e uso de coadjuvantes que favorecam o acimulo de Pp IX no tecido alvo.

Até o momento, nenhum tratamento definitivo para as DPM de mucosa bucal foi estabelecido.
Desta forma utlizando a CIAIFt como agente fotossensbilizante, o0 presente projeto de
pesquisa € a primeira proposta de aplicacdo clinica em humanos para o tratamento das queilites
actinicas, sendo sua execucdo determinante para a comprovacdo da eficacia e seguranca dessa
proposta terapéutica como uma modalidade de tratamento inovadora.
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2. Objetivo
2.1 Objetivo geral

Avdiar a resposta terapéutica da Terapia Fotodindmica com uma nanoemulsdo gel de Cloreto

Aluminio Ftalocianina (CIAIFt) parao tratamento clinico da Queilite Actinica.
2.2 Objetivos especificos

Avaliar a seguranca de uso clinico da nanoemulsdo de Cloreto Aluminio Ftalocianina (CIAIFt),
estabelecendo os principais efeitos colaterais quando utilizado na Terapia Fotodinamica para o
tratamento da Quellite Actinica da mucosa bucdl;

Avdiar a eficacia do tratamento clinico da Queilite Actinica na mucosa bucal ap0ds o tratamento
com Terapia Fotodindmica mediada pela nanoemusdo de Cloreto Aluminio Ftalocianina
(CIAIFY);

Avdiar 0 grau de permeacdo mucocutanes in vitro da nanocemulsdo do Cloreto Aluminio

Ftalocianina em animais (CIAIFt);
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3.M aterial e M étodos
3.1 Nanoemulsdo

As nanoemulsdes foram desenvolvidas no Laboratério de Nanobiotecnologia da Universidade de

Brasilia — UnB pelo Professor Doutor Luis Alexandre Muehimman.

O Cremophor ELP (9 g), o dleo de ricino (3 g) e 5 mL de solucdo etandlica de CIAIFt (260 M)
foram misturados com agitacdo magnética, sob temperatura anmbiente, até a formacdo de uma
solugdo homogénea. Na sequéncia, o etanol foi dedtilado da mistura a 80°C, sob agitacéo
magnética em capela de exaustéo, por 30 minutos. Entéo, foi adicionada uma quantidade de agua
destilada suficiente para completar 20 mL (cerca de 11 mL), e a misturada manuaimente com um
bastdo de vidro, até a formacdo de um gel homogéneo. A concentracdo final de AICIFt nesta
formulagdo foi de 65 pPM. Esta formulacgo foi acondicionada em geladeira (7°C), em frascos de
acrilico recobertos com folha de aluminio.

A preparagdo e caracterizacdo da Nanoemulsio Gel contendo CIAIFt  foram descritas e
publicadas na Journal of Photochemistry & Photobiology, B: Biology, Jun 2017, pelo Professor
Luciano Ferreira Morgado, Departamento de Genética e Morfologia, Ingtitto de Ciéncias

Biologicas, Universidade de Braslia.

3.2 Permeagdo M ucocutanea Suina in vitro do Cloreto Aluminio Ftalocianina
3.2.1 Obtencéo e preparo da mucosa

Fragmentos da mucosa bucal de suinos foram retirados imediatamente apds o processo de abate
dos anmais no Frigorffico Bonasa locadizado em Sdo Sebadtido - Didtrito Federal, que
gentilmente cedeu o material. Eles foram transportados para o laboratério sob refrigeracéo,
sendo constantemente umedecidos com tampdo fosfato pH 7,4. Esses pedagos foram mantidos

hidratados até aredlizacdo dos experimentos, gue ocorreu no mesmo dia do abate.
3.2.2 Protocolo de ensaio ex vivo de permeacao atraves da mucosa

Célula de difusdo tipo “Franz”’ (figura 10) foi montada com mucosa oral suina separando os
compartimentos doador e receptor. Este Ultimo compartimento foi preenchido com 15 L de
uma solucéo receptora, mantida sob agitacdo a 300 rpm. Ao compartimento doador, na metade
superior da célula, foi adicionado 1 mL daformulacéo.
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O experimento foi inicialmente redizado por um periodo maximo de 2h, o que garantiu a
viabilidade da mucosa recém-retirada. Durante esse periodo as células de difusdo foram
mantidas em banho a 32 + 2°C. As concentragtes de farmaco permeadas através da mucosa

foram determinadas pela andlise da solugdo receptora apds sucessivas coletas.

Apo6s o0 ensaio de permeacdo, a mucosa foi retirada da célula de difusdo, picotada e colocada a
umn tubo contendo 5 mL de solvente extrator. Depois do periodo de extracdo, a solugdo
extratora foi coletada, filtrada e andlisada em CLAE para determinacdo do farmaco retido na

mucosa

Figura 10- Célda de Franz modificada com mucosa de porco separando 0 compartimento
doador do compartimento receptor.

Protocolo elaborado pelo professor Guilherme Gelfuso e do aluno Breno Noronha Matos do Laboratorio
de Tecnologia de Medicamentos Cosméticos e Alimentos da Universidade de Brasilia.

3.3 Caracterizagdo do estudo clinico

O estudo redizado foi do tipo ensaio clinico nd