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RESUMO



Torrezan LAR. Estudo da pele do camp cancerizavel antes e ap6s a terapia
fotodindmica através dos métodos clinicos, histopatolégicos e imunohistoquimicos
[tese]. Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina; 2011.

O conceito de campo de cancerizagcdo, em dermatologia, sugere que a pele
fotodanificada tem maior potencial para o desenvolvimento de neoplasias cutaneas.
A terapia fotodindmica (TFD) é um método ndo invasivo para o tratamento de
queratoses actinicas (QA) multiplas, possibilitando a abordagem de todo o campo.
Vinte e seis pacientes com multiplas QAs na face foram submetidos a trés sessoes
de TFD com metilaminolevulinato 16% (MAL) e luz vermelha, com intervalo de um
més. Bidpsias foram realizadas antes e apds trés meses da ultima sessdo e o
material corado para hematoxilina-eosina e Weigert. O estudo imunohistoquimico
foi feito para os marcadores: TP-53, pré-colageno |, Metaloproteinase-1 e
Tenascina-C. A avaliagdo do fotoenvelhecimento  global  melhorou
consideravelmente (p < 0,001) e a cura clinica das QAs foi de 89,5% ao final do
estudo. Duas sessGes mostraram ser equivalentes a trés sessoes de TFD.
Diminuicdo significante do grau e extensédo da atipia celular (p < 0,001), aumento
das fibras colagenas (p = 0,001) e melhora do grau de elastose (p = 0,002) foram
observadas. O estudo imunohistoquimico mostrou diminuicdo da expressdo da
TP-53 (p = 0,580), aumento de pré-colageno | (p = 0,477) e de MMP-1 (p = 0,08),
embora ndo houvesse diferencga estatisticamente significante. Aumento significativo
foi observado para Tenascina-C (p = 0,024). Mdltiplas sessdes de TFD com MAL
induziram melhora clinica e histol6gica do campo de cancerizagao. A diminuicdo da
severidade e extensdo da atipia celular associada a menor expressao de TP-53
sugerem reducao do potencial carcinogénico do campo.

Descritores: 1.Terapia fotodindmica 2.Fotoenvelhecimento da pele 3.Queratose
actinica 4.Genes TP-53 5.Metaloproteinase 1 da matriz 6.Campo de cancerizagao



SUMMARY



Torrezan LAR. Clinical, histopathological and immunohistochemical assessment of
human skin field cancerization before and after photodynamic therapy [tese]. “Sao

Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de Medicina”; 2011.

The field cancerization concept suggests that photodamaged skin has an increased
risk for the development of malignant lesions. Topical photodynamic therapy (PDT)
is a non-invasive therapeutic method for multiple actinic keratosis (AK), allowing the
possibility of treating the entire surface. Twenty-six patients with photodamaged skin
and multiple AKs on the face were submitted to three consecutive sessions of PDT
with mehtylaminolevulinate 16% (MAL) and red light, one month apart. Biopsies
were performed before and three months after the last treatment session, and
stained for hematoxilin-eosin and Weigert. Immunohistochemestry study was
performed for TP-53, pro-collagen |, Metalloproteinase-1 and Tenascin-C. The
global score for photodamage improved considerably in all patients (p < 0.001). The
AK clearance rate was 89.5% at the end of the study. Two treatments were similar
to three MAL-PDT sessions. A significant decrease in keratinocytes’ atypia grade
and amount was observed (p < 0.001). A significant increase in collagen deposition
(p = 0.001) and improvement of solar elastosis (p = 0.002) were noticed.
Immunohistochemical study showed decreased TP-53 expression although not
statistically significant (p = 0.580), increased pro-collagen | and MMP-1 expressions
(p = 0477 and p = 0.08) again not statistically significant and a increased
expression of Tenascin-C (p = 0.024), which was statistically significant. In
conclusion, multiple sessions of MAL-PDT induced clinical and histological
improvement of field cancerization. The decrease in severity and extension of
keratinocytes’ atypia associated with a decreased expression of TP-53 suggest a

reduced carcinogenic potential of the altered field.

Descriptors: 1.Photochemotherapy 2. Skin aging 3. Keratosis, actinic 4. Genes
TP-53 5. Matrix metalloproteinase 1 6. Field cancerization
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Introdugao 2

Os efeitos nocivos referentes a exposi¢cao cronica a radiagao Ultra-
Violeta (UV) sdo bem estudados e estabelecidos. Uma das caracteristicas
mais marcantes da pele fotoenvelhecida € o aparecimento de queratose
actinica (QA), considerada a lesdo pré-maligna mais comum da pele.
Interessante notar que a maioria dos pacientes com sinais de
envelhecimento cutaneo ndo apresentam apenas uma lesdo, mas sim,
multiplas QAs, muitas vezes agregadas em dareas expostas ao sol e
severamente danificadas pela radiacdo UV'. Introduzido por Slaughter?, em
1953, o conceito de campo de cancerizagdo, na Dermatologia, pode ser
definido como uma éarea de pele cronicamente foto-danificada com multiplas
lesbes pré-malignas e malignas. Cerca de 0,025% a 16% das QAs sofrem
transformacdo para carcinoma espinocelular (CEC). Dessa forma, é
mandatério o tratamento dessas lesdes®>. Também é necessario considerar
que as QAs visiveis ao exame dermatolégico aparecem em um campo foto-
danificado, onde multiplos focos agregados de células mutadas estao
presentes'. Esses pequenos focos de células mutadas podem se
transformar em QAs e CECs caso continuem a proliferacdo e haja falha nos
mecanismos de reparo do DNA. Existem evidéncias de que um campo de
cancerizacdo com multiplas células geneticamente alteradas constituem um
estagio biolégico precoce na carcinogénese epitelial. Cada vez mais se
aceita que €& necessario tratar todo o campo e nao somente as QAs
individualmente'?. Esse conceito tem, como fundamento, a eliminagdo de
potencias focos de células geneticamente alteradas, mesmo antes de se

transformarem em cancer.



Introducgdo 3

Além de apresentar maior risco de lesdes pré-malignas e malignas, a
pele foto-danificada mostra sinais clinicos de envelhecimento como
aspereza, palidez, discromia, rugas finas e profundas, eritema,
telangiectasias e hiperplasia de glandulas sebaceas®’. Radicais oxigénio
reativos (ROS) gerados pela agdo da radiacdo U-V na pele ativam a
transcricdo das enzimas metaloproteinases (MMPs), diminuem a expressao
de pro-colageno | e lll e estimulam a inflamagéo da derme acarretando uma
continua degradacdo do coldgeno e da matriz extracelular®. O acumulo de
material elastoético na derme envelhecida constitui uma das principais
caracteristicas histopatoldégicas do dano solar sendo responsavel pelo
aspecto envelhecido e com descoloragéo da pele.

Nos ultimos anos, varios lasers e fontes de luz tém sido utilizadas em
Dermatologia para atenuacdo dos sinais do fotoenvelhecimento. Neste
sentido, a terapia fotodinamica (TFD) mostra-se uma terapéutica eficaz e
comprovada no tratamento das neoplasias malignas ndo-melanocitcas da
pele, assim como também atua no rejuvenescimento®. A TFD classicamente
envolve um agente fotossensibilizante tépico, como o acido 5-delta
aminolevulinico (5-ALA) ou seu éster derivado (MAL), que é ativado por luz
visivel. Como consequéncia da combinacdo de luz, agente e oxigénio
tecidual, ROS sédo formados no tecido neoplasico, induzindo necrose e

apoptose seletivas das células tumorais.
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Embora haja varios estudos da acdo da TFD na pele fotolesada,
muitos deles permanecem controversos, poucos voltados especificamente
ao campo cancerizavel e que apresentem dados relevantes histopatoldgicos
e moleculares®'?, fato que motivou a realizacéo deste trabalho.

No presente estudo, os autores avaliam a eficacia clinica de multiplas
sessbes de TFD com MAL na face de pacientes severamente
fotoenvelhecidos e com multiplas QAs. Além disso, avaliagdes
histopatoldégicas e imunohistoquimicas também foram realizadas para
melhor elucidar as alteragbes epidérmicas e dérmicas antes e apdés o

procedimento.
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2.1 A radiacao UV e a carcinogénese cutanea

A radiacéo Ultra-Violeta (UV) possui alguns efeitos benéficos como a
participacdo na sintese de vitamina D, o tratamento de doengas como vitiligo
e psoriase, mas também é responsavel por muitos efeitos deletérios agudos
e crbnicos, que sao responsaveis pelo desenvolvimento de neoplasias
malignas da pele. A incidéncia de melanoma e outras neoplasias malignas
nao-melanociticas-queratose actinica (QA), carcinoma basocelular (CBC) e
carcinoma espinocelular (CEC) - aumenta consideravelmente em todo
mund05,11,12.

O espectro eletromagnético da luz solar pode ser dividido em trés
tipos de radiacdo: UV, luz visivel e luz infra-vermelha. A radiacdo UV
compreende cerca de 5% do total da radiagédo solar e situa-se na faixa entre
100 e 400 nm. Trés categorias podem ser nomeadas a partir do
comprimento de onda: UV-C (100-280 nm), UV-B (280-320 nm) e UV-A (320
a 400 nm). A camada de ozbénio absorve com eficiéncia a radiacao UV até
310 nm, ou seja, toda UV-C e cerca de 95% da UV-B'". Assim, mais de 95%
da radiacao solar que atinge a Terra é composta por UV-A. Apenas para
comparacao, o UV-A penetra mais profundamente na pele e é cerca de 1000
vezes mais eficiente na produgcédo de bronzeamento, em relacao ao UV-B. A
exposicao prolongada ao UV-A é capaz de causar queimaduras e sinais
prematuros de envelhecimento cutaneo. A radiacao UV-B é considerada, por
sua vez, 0 componente mais ativo da luz solar. E mais genotéxica, penetra

menos na pele e 1000 vezes mais potente na inducdo de queimadura, em
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relacdo ao UV-A. Sua acdo deletéria é, portanto, mais restrita a camada
basal da epiderme, induzindo dano direto ao DNA celular'"'?. J4 a radiagdo
UV-C é a mais energética delas e oferece o maior potencial de dano
biolégico a todos os seres vivos, sendo altamente mutagénica e toxica.
Felizmente, é totalmente absorvida pela atmosfera terrestre, sendo que, na
estratosfera, a energia da radiacao UV-C é utilizada para a formagao de
0z0nio, a partir de oxigénio molecular.

Os efeitos nocivos cutaneos induzidos pela radiacdo UV dependem
de variaveis como o comprimento de onda, a dose de exposi¢céo, a raga e as
caracteristicas genéticas da pele®. Enquanto UV-B é maximo entre 11 horas
e 13 horas, UV-A contribui entre 50-60% do comprimento fototdxico,
podendo aumentar em determinados periodos do ano. A dose de UV é maior
em altas altitudes e também em baixas latitudes, aumentando, ainda mais,
no verdao. Estima-se que ocorra um aumento de 30% na dose de UV
recebida pelas pessoas nos dias de feriado, quando comparados aos dias
de trabalho normal. Além disso, trabalhadores expostos ao sol recebem
cerca de trés a cinco vezes mais radiacdo UV do que profissionais que

trabalham em ambientes fechados®'""'®

2.2 Efeito mutagénico induzido pela radiacao UV

O genoma é o principal alvo da agéo das radiacdes UV-A e UV-B'"*,

Ambos espectros sdo capazes de produzir danos ao DNA, seja de uma
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maneira direta ou indireta. Para que este efeito ocorra, a radiagdo UV deve
ser transmitida pelas camadas da pele e absorvida por moléculas celulares -
que podem ser cromoéforos ou moléculas fotossensibilizantes. Varios
cromoforos podem ser identificados e que absorvem preferencialmente UV-
B, tais como &cidos nucléicos, aminodcidos aromaticos, NADH, heme,
quinonas, flavinas, porfirinas, carotendides, acido urocéanico e
eumelanina'"'?. H4 duas maneiras de se induzir o dano celular. No primeiro,
ocorre absorcdo direta dos fotons UV por croméforos que, por sua vez,
induzem alteracdes nas bases do DNA. As bases pirimidinicas adjacentes
aos anéis aromaticos sao altamente vulneraveis a dimerizacéo, levando a
formagdo de dimeros ciclobutano-pirimidina e foto-produtos pirimidina-
pirimidona. Na auséncia de reparo do DNA, ocorrem transi¢cdes nas bases
C—T. Esse acumulo de mutagdes de transicao sao tipicos da acao da
radiacdo UV-B'2. A segunda maneira de provocar o dano celular-mecanismo
indireto - inclui um processo de fotossensibilizacdo, onde agentes
fotossensibilizantes absorvem a radiagdo UV'' (Figura 1). Quando isso
ocorre, as moléculas tornam-se excitadas até um estado de excitacédo
conhecido como ‘“triplet” e tendem a voltar ao estado inicial de repouso.
Porém, isso implica em reagdes intracelulares de transferéncia da energia
recebida e pode ocorrer por duas vias principais chamadas de reacées Tipo |
e Il. Os mecanismos que envolvem ambas reagdes sdo dependentes de
caracteristicas dos fotossensibilizantes. Na reagdo Tipo |, ocorre
transferéncia direta de um elétron entre o fotossensibilizante excitado e outra

molécula, resultando na formacao de radicais livres. Essa reacao Tipo | ndo
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depende de oxigénio. Na reagao Tipo Il, ocorre a transferéncia de energia do
fotossensibilizante para oxigénio molecular, acarretando a formacao de
radicais reativos de oxigénio( ROS, do inglés, “reactive oxygen species”). Na
reagao Tipo I, ha formacédo de oxigénio “singlet’ '0,, com grande acéo
oxidativa e vida média longa, embora o anion superdoxido também seja
produzido. Este ultimo sofre dismutacdo a perdxido de hidrogénio, que na
presenca de metais catibnicos, acarreta a formagcdo de radicais

hidroxila'"1215,

uv

|

Transmissao na pele

l l

Absorcédo direta Fotossensibilizagéo:
por cromoforos/ endégeno/ exdgeno
Foto-produtos
| \
Predomina Predomina
comUVv-B comUV-A/ROS

Figura 1. Dano celular induzido pela radiagcdo UV - direto e indireto

As interagbes desses radicais reativos de oxigénio com moléculas
intracelulares provocam a resposta bioldgica final. A oxidacdo do DNA por
radicais hidroxila resulta na formacao de 8- hidroxiguanina, que, por sua vez,
leva a transversdao G—T. A importancia do dano ao DNA induzido por ROS
pode ser observada num estudo em que a enzima reparadora da

8-hidroxiguanina (OGG1) era administrada topicamente sobre a pele de
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camundongos previamente exposta a UV-B. Nesses animais, o tamanho e o
crescimento tumoral eram significantemente reduzidos em relagdo ao grupo
que nao recebeu a enzima'?.

Na pele, os acidos nucléicos sdo os cromoéforos mais criticos na
resposta biolégica induzida pela radiagdo UV. Felizmente, aminoacidos
aromaticos de proteinas da camada cdérnea absorvem grande quantidade de
UV-B antes de atingir o DNA de células viaveis. A exposicao crénica a UV-B
induz ao dano do DNA, através da formagdo de dimeros ciclobutano-
pirimidina (CDP) e de foto-produtos pirimidina-pirimidona (PP)'""'°. Quando o
mecanismo de reparo celular € insuficiente ou incorreto, esses danos ao
DNA se propagam e induzem a mutagdo das células epidérmicas, com
posterior formacao de clones de células mutadas que se transformacao em
céancer. Esses dimeros séo frequentemente observados na mutagdo do gene
TP-53 de CEC. Estudos recentes mostraram que os foto-produtos PP séo
mais eficientemente reparados pela célula do que os dimeros CDP, o que
possivelmente torna essa ultima, a principal indutora de muta¢des induzidas
por UV nos mamiferos'®'’.

Ja os ROS (radicais reativos de oxigénio) sdo basicamente induzidos
pela radiagdo UV-A e contribuem para o “stress” oxidativo gerado a partir da
exposigdo cronica ao UV-A. Por outro lado, ROS fazem parte do
metabolismo normal das células, sendo gerados constantemente nos
queratindcitos e fibroblastos e removidos rapidamente por mecanismos anti-
oxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos, resultando num equilibrio entre

pré/anti-oxidacdo'®>. Na exposicdo cronica a UV-A, existe um acUmulo
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grande de ROS, gerados a partir da reagdo entre fétons de UV com
moléculas fotossensibilizantes, levando a um desequilibrio entre proé-
oxidacao/anti-oxidacao. O excesso de radicais livres assim gerados acarreta
uma progressiva deterioracado da fungéo e estrutura celular. A oxidagédo do
DNA se da principalmente nas bases de Guanina, com formagédo da
8- hidroxiguanina, com transversao G—T. Além do dano ao DNA nuclear, ha
dano ao DNA mitocondrial’™'®. Os mecanismos de reparo na mitocéndria
sdo menos eficazes que no nucleo e, portanto, as mutagbes se acumulam
numa razao ainda maior. Dele¢cbes sdo frequentes e induzem perda da
fosforilacdo oxidativa. ROS também induzem danos nas membranas
celulares a partir da peroxidagdo de acidos graxos das estruturas
fosfolipides da membrana. Perdxidos lipidicos s&o formados e iniciam uma
cadeia de reagdes que aumentam, ainda mais, o dano oxidativo'?.

A pele exposta cronicamente a radiagcdo UV é constantemente
agredida pelos radicais livres, sendo alvo de intenso “stress oxidativo”,
conforme previamente mencionado. Embora exista também um processo
anti-oxidante eficiente para manter esse equilibrio Pré/Anti oxidante, ocorre
um ganho desse “stress” oxidativo levando a inflamagao, imunossupressao,
envelhecimento e carcinogénese'®. E sabido que UV-A induz mais
inflamacédo do que UV-B, embora este ultimo também participe na resposta
inflamatéria cutdnea. Esse processo inflamatério inclui uma enorme cascata
de eventos que promove infiltrado leucocitario, aumento na producédo de
prostaglandinas e liberacdo de varias interleucinas, que por sua vez,

aumentam ainda mais a producdo de ROS e o processo oxidativo na
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célula'®'. A inflamagdo também induz a carcinogénese, uma vez que existe
maior expressao de prostaglandina E, (PGE>) nas lesdes de QAs e CECs. A
PGE; induz a proliferagéo celular e inibe apoptose, fato marcante no disparo
da carcinogénese cutanea'" 21820,

Diante da extensa e crbnica exposicdo a radiagdo UV, ocorre,
paralelamente, uma resposta enzimatica celular. ROS é responsavel pela
ativacdo direta dos genes reguladores da producdo de enzimas como
MAPKs (do inglés, “mitogen-activated protein kinases”), fator nuclear k-B
(NF-KB) e a cascata ativadora da proteina 1 (AP-1)'2%. A ativacdo destas
cascatas enzimaticas contribuem para a liberacdo de interleucinas e
metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) que s&o responsaveis por
mais inflamacdo, carcinogénese e envelhecimento cutdneos. As MMPs
serdo abordadas mais detalhadamente no item “Envelhecimento
cutaneo™'?,

Como exemplos de ativacao enzimatica temos a participacao de:

Heme-oxigenase — responsavel pela metabolizagdo do grupo Heme,
promove liberacdo de Fe*2. Este na presenca de H.0, catalisa a reacdo de
formacao de OH'.

Cicloxigenases (COX)- existe maior expressdao da COX-2 pela acao
UV. Como consequéncia, ocorre formagéo de PGE; que inibe o processo de
apoptose e aumenta a proliferacao celular. Sabidamente, a PGE; encontra-

se aumentada nas QAs e, ainda mais em lesoes de CEC. Além disso, niveis

altos de PGE; estao correlacionados com grau de severidade tumoral assim
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como seu potencial invasivo. A PGE; interage com interleucinas IL-4 e
IL-10, que induzem imunossupressao?' .

Oxido nitrico sintetase — a radiagdo UV-B ativa esta enzima que é
responsavel pela formagéao de oxido nitrico (NO). Este, por sua vez, estimula
melanogénese, eritema e imunossupressao'’.

Ornitina-decarboxilase (ODC) — estimulada pela radiagdo UV-B tanto
aguda como crénica, regula a proliferacao celular e seu estimulo esta ligado
a promocao de crescimento tumoral'"%.

Citocromo P450 — faz parte da familia das monoxigenases ligadoras

de membrana. E estimulado pela radiacdo UV-A e seu papel parece ser de

proteger a célula contra os efeitos oxidativos de ROS'" 220,

2.3 Mecanismos de prevencao enddgena anti-carcinogénese

induzida pela radiacao UV

Considerando que a funcao da pele é proteger o organismo contra os
efeitos adversos do meio ambiente, ha varios mecanismos que previnem a
acao deletéria dos raios UV. Uma vez que as mutacdes induzidas pela
radiacdo UV sao o principal fator da carcinogénese cutanea através da
ativacdo de oncogenes e inativacdo do gene de supressado tumoral TP-53,
mecanismos eficientes de defesa desenvolveram-se com a evolucdo. Neste

sentido, a ativacdo do gene TP-53, a alteracao do ciclo celular e a inducao
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da apoptose pela célula tornam-se defesas na eliminacdo das células pré-
malignas' 121819,

A proteina TP-53, codificada pelo gene de supressao tumoral TP-53,
€ importante no controle do ciclo celular e indugao da apoptose. Em caso de
dano ao DNA celular induzido pela UV, ha transcricio do TP-53 e
fosforilagdo da mesma'. As MAPKs (JNK e p38) sdo as principais enzimas
responsaveis pela sua fosforilagdo'. Em caso de dano leve, ocorre o reparo
ao DNA lesado com sucesso. Porém, se o dano ao DNA ¢é severo e o reparo
insuficiente, ha persisténcia durante toda a fase S do ciclo celular, com maior
probabilidade de mutagdo (transicdes nas bases C—T). Quando essas
mutacdes ocorrem no gene TP-53, o processo de apoptose é perdido’'%1679,

A ativacdo do gene TP-53 também é responsavel pela alteracdo do
ciclo celular. Sob a acao da radiacdo UV, a proteina TP-53 fosforilada é
capaz de prolongar a fase G1 do ciclo. Esse fato implica em maior tempo
para a célula reparar o dano ao DNA antes da replicacdo na fase S. Quando
o dano ao DNA induzido pela radiacdo UV é irreparavel, as vias de apoptose
sao ativadas para promover a eliminacao das células mutadas. A estrutura
de apoptose dos queratindcitos € extremamente complexa e interligada e
consiste na ativagdo das vias intrinseca (mitocondrial) e extrinseca (mediada
pela inducdo dos receptores de morte celular). Tais vias sdo diretamente
reguladas pelas MAPKs e proteina TP-53'44,

E sabido que a exposicdo ao UV é um dos principais fatores de

estimulacdo das MAPKs e que o dano irreparavel ao DNA celular é a

principal causa de sua continua ativagdo''°. Ambas JNK e p38, enzimas do
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complexo MAPK, podem ativar proteinas pro-apoptéticas Bcl2. Mas seu
papel principal esta na ativacdo da fosforilagdo da TP-53. Esta ultima, por
sua vez, estimula a expresséao dos receptores da morte celular TNF-R1,CD-
95, TRAIL-R1 e TRAIL-R2. As proteinas chamadas de “ligandas” da morte
celular (TNF-a, CD-95, TRAIL) sdo importantes reguladores da apoptose
induzida pela radiagdo UV'?2*2°_ A inibicdo da atividade dessas “ligandas”
ocorre nas células mutadas e facilita sua sobrevivéncia e crescimento.
Ligando aos receptores, formam os complexos de sinalizagdo indutores da
morte celular (DISC, do inglés “death-inducing signalling complex”). O
resultado final é a ativacdo da cascata pré-apoptotica das caspases 8 e 10,
através da via extrinseca'?#>%,

A apoptose intrinseca ou mitocondrial depende diretamente da
ativacdo da TP-53 que estimula a expressao das proteinas pré-apoptoticas
Bcl2 e inibicAdo das proteinas anti-apoptéticas Bcl2 (complexo Bcl-xl). O
equilibrio entre proteinas pré/anti-apoptoticas controla a liberacdo de fatores
mitocondriais no citoplasma da célula. A mitocéndria, por sua vez, aumenta
a sintese e liberagdo de Citocrébmo C que induz a formagédo do complexo
multi-protéico apoptossomal e posterior ativacdo da caspase 9, levando

12,24,25 (

finalmente, a apoptose Figura 2).
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Vias Pré-apoptéticas
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‘
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Figura 2- Apoptose induzida por UV. A ativagdo da cascata das MAPKs e do gene TP-53
induzem a apoptose pelas vias intrinseca e extrinseca

A despeito de todos os mecanismos preventivos acima descritos,
etapas criticas na cascata da apoptose estdo desreguladas no CEC. Essas
etapas criticas envolvem, principalmente, TP-53, COX-2, MAPKs, complexo
Bcl-2 e “ligandas” da via extrinseca da apoptose 12212325,

Neste sentido, a exposicao cronica a radiagdo UV provoca inativagao
e mutagdo do gene TP-53, por dano direto ao DNA, assim como geragao
extensa de ROS, conforme explicado anteriormente. A inativacdo da TP-53
implica, direta e indiretamente, na inibicado das vias intrinseca e extrinseca
da apoptose. O acumulo dos radicais livres, gerados também pela exposicao

cronica ao UV, estimula a expressao do receptor do fator de crescimento

epidérmico (EGFR, uma proteina trans-membrana de 180 kDa) pelos
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queratindcitos, que por sua vez, estimula ainda mais a cascata das enzimas
MAPKs?’. A inativagdo da TP-53 e maior expressdo de EGFR aumentam a
atividade da COX-2, que por sua vez, aumenta a producdo de PGE,. A
PGE, é a principal prostaglandina produzida apés irradiacdo pela UV,

exercendo diferentes atividades biologicas®'#*#’,

Dentre as principais
destacam-se a inibicdo da apoptose e aumento da proliferagdo dos
queratindcitos. Além disso, niveis elevados de COX-2 foram correlacionados
com aumento de proteinas anti-apoptéticas Mcl-1 e c-FLIP em
hepatdcitos'2'?3. O resultado final de todo esse processo é a inibicio da

apoptose e crescimento desregulado das células, iniciando, assim, a

carcinogénese (Figura 3).

uv

~~

ROS —— {EGFR _]

Dano ao DNA —l
+ COX-2

P53 mutada inativa "'fl \

I'-.-‘Iutcagﬁu l

1 Vias intrinseca e

extrinseca T PGE:z

Mcl-1
Cancerde pele l 1C-Flip

‘\ Inibicdo da Apoptose
Figura 3 - Carcinogénese induzida pelo UV. O dano permanente ao DNA e a geragao de

ROS levam a ativacdo de EGFR e COX-2, resultando na supressdo de apoptose e
desenvolvimento de cancer de pele
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Diante do exposto fica evidente que a célula dispde de mecanismos
de defesa ao estimulo UV que, quando ativados, previnem o dano
permanente ao DNA e posterior mutacdo. Tais mecanismos envolvem a
pronta ativacao do gene TP-53, as vias intrinseca e extrinseca da apoptose
e toda cascata interligada das proteinas pro e anti-apoptbicas. No
desenvolvimento do céancer cutaneo, varias etapas criticas desses
mecanismos preventivos sdo perdidos ou desregulados, particularmente
inativacao da TP-53, ativacao das MAPKs, COX-2, EGFR e Bcl-2. O gene de
supressdao tumoral TP-53 tem papel fundamental em toda cascata de
eventos gerados pela radiacdo UV, sendo que a interrupgao da apoptose é
considerada, pela maioria dos autores, como evento principal da
carcinogénese'®'®" Mutacdes no gene TP-53 sdo frequentes em cancer de
pele e consideradas um passo inicial no CEC'". Uma vez que tanto a
regulacdo da apoptose quanto a indugédo de inibidores do ciclo celular s&o
ativados pela TP-53, a sua mutacdo contribui para a incontrolada
proliferacdo celular e auséncia de apoptose. Porém, ainda nao foi
demonstrada uma correlacdo entre o tipo de mutagdo e a gravidade do
tumor, indicando que outros processos moleculares estdo envolvidos na

|12,19(

agressividade e invasao tumora Figura 4).
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Carcinogénese

Figura 4 - Acdo da UV na pele e mecanismos envolvidos no reparo do DNA e
carcinogénese (adaptado de Svobodova et al."")

2.4 O campo de cancerizacao

O conceito de campo de cancerizacao foi introduzido por Slaughter
em 1953, estudando neoplasias multicéntricas de mucosa oral’2. O termo foi
introduzido na literatura médica baseado em algumas observa¢cées como: 1)
a neoplasia oral origina-se de é&reas multifocais com alteragbes pré-
cancerosas; 2) o tecido que circunda a area do tumor primario apresenta-se
histologicamente alterado; 3) as neoplasias, embora multifocais, podem se
coalescer; e 4) a persisténcia de tecido vizinho anormal apés cirurgia pode
explicar recorréncia tumoral ou surgimento de novo tumor em area

previamente tratada. Outros o6érgdos podem apresentar campos de
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cancerizagado além da mucosa oral: pulmao, es6fago, vulva, cérvix uterino,
célon, mama, bexiga e pele. Hoje estd estabelecido que alteragdes
geneéticas acumuladas nesses campos de cancerizagdo formam a base para
o processo de carcinogénese 82,

Esse processo pode ser definido em termos moleculares, indicando
que a presenga de células mutadas em um campo torna-se a base para a
carcinogénese epitelial com relevantes implicagdes clinicas. Analises
moleculares do tecido clinicamente “normal” adjacente ao tumor, assim
como das margens cirargicas apds a excisao, tém sido feitas com a intencao
de melhor compreender o campo de cancerizacdo'®. Os marcadores mais
usados para andlise desse tumores e suas mutacbes sdo a perda da
heterozigozidade (do inglés LOH), a instabilidade cromossémica, a mutacao
do gene TP-53 detectada pela amplificacdo do DNA, a imunohistoquimica e
a hibridizacao in situ. Nesse contexto, torna-se importante a abordagem do
estudo de Brennan et al.". Esses autores mostraram, através de deteccdo
de TP-53 mutante pela técnica de PCR em tempo real, que clones de células
de CEC de cabeca e pescoco podiam ser detectadas nas margens cirurgicas
consideradas livres de tumor ao exame histopatolégico em mais da metade
da série analisada. Nesse estudo, quando havia mutagdo nas areas peri-
tumorais, a recorréncia do tumor era maior e, estatisticamente significante.
Porém, nas areas adjacentes que eram negativas para mutagdo do gene
TP-53, nao foram observadas recorréncias'®. Os marcadores de alteragdes
genéticas mais empregados na analise molecular suportam uma provavel

alteracao monoclonal dessas células alteradas no campo de cancerizagao.
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Dessa forma, uma lesdo de campo é uma lesdo pré-neoplésica por
definicdo, e ndo apresenta crescimento invasivo ou capacidade metastatica
podendo ou ndo apresentar caracteristicas histoldgicas de displasia. Uma
comparagcdo mais detalhada entre histolopatologia e analise molecular
dessas células mostra: 1) grande variacdo na interpretagdo do exame
histopatoldégico (em comparacdées por diversos patologistas); 2) células
mutadas podem ser normais ao exame histopatolégico de rotina; e 3) todas
as células, moderada ou severamente displasicas, apresentam alteragdes
genéticas’'®.

No desenvolvimento de céncer de varias linhagens de células
humanas, as mutagées somaticas no gene TP-53 sdo as mais frequentes.
Podem ocorrer em quase todos os tipos de cancer em proporgées que
variam de 38% a 50% no ovario, es6fago, colo-retal, pulméo, laringe e
cabeca e pescoc¢o. Em outras linhagens tumorais podem estar presentes em
até 5% como em leucemia, sarcomas, cancer testicular, melanoma maligno
e carcinoma de cérvix uterino®'.

As lesbes precursoras desses campos de cancerizagao originam-se
de pequenos grupos de células mutadas para o gene TP-53 conhecidos
como “patches”, definido como um grupo de células que apresentam o
mesmo gendtipo’ 819 “Patches” de TP-53 mutados foram observados em
pele normal, sendo muito mais frequentes na pele fotoexposta'®. Jonason et
al." demonstraram que “patches” de TP-53 eram 10 vezes mais frequentes
na pele exposta a radiacdo UV em relacdo a pele nao fotoexposta. Além

disso, através da técnica de PCR, os autores observaram que 50% desses
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“patches” eram mutados. Esses pequenos grupos formam a base do campo
de cancerizagdo segundo os estudos mais recentes. As células TP-53
mutadas sao consideradas um clone de uma célula progenitora comum (do
inglés, “stem cell”). Quando a “stem cell” adquire uma alteragdo genética,
todas as células clonais presentes no “patch” apresentardo as mesmas
alteragbes, explicando a mutagdo do gene TP-53, através do estudo

imunohistoquimico. Berg et al.™

, através de técnicas de imunohistoquimica,
observaram que a expressdo de TP-53 na pele de ratos irradiados
cronicamente com UV-B era um evento precoce e que, quanto maior o
tempo de irradiagdo, maior a frequéncia e tamanho dos “patches”.
Observaram, também, que 70% desses “patches” reagiam fortemente para
anticorpo monoclonal PAb240, especifico para TP-53 mutante. Por outro
lado, ratos irradiados uma Unica vez, apresentaram apenas elevagao
transitéria da expressado da proteina TP-53, que persistia por até 72 horas
apds a exposicdo ao UV-B. Nesses casos, ndo houve reacao para PAb240,
mostrando que se tratava de elevagcdo de TP-53 normal ou “tipo-
selvagem”'®.

A identificacdo dos campos de cancerizacdo em pacientes com CEC
de cabeca e pescoco tratados cirurgicamente tem papel importante no
monitoramento de outros tumores. Pacientes submetidos a remocéao
cirurgica do tumor e com grandes chances de apresentar novo tumor, devem
ser considerados candidatos a um estudo genético do campo em questao.

Esse estudo podera oferecer dados importantes na identificacdo do local

provavel de recorréncia ou novo tumor, monitorar o processo da doenga ou
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até embasar um plano terapéutico futuro para essas lesdes pré-malignas,
através do conhecimento das alteragbes genéticas presentes no referido
campo.

Em resumo, as consequéncias clinicas a partir das alteragdes
moleculares descritas formam a base para o desenvolvimento de tumor em
campo de cancerizagdo. O grande numero de células pré-malignas no
campo aumentam as chances de desenvolvimento de neoplasias cutaneas.
Isso também explica o grande numero de recorréncias, assim como
surgimento de novo tumor, apos cirurgia nessas areas com células mutadas.
Torna-se necessario, portanto, a deteccdo e monitoramento dos campos de
cancerizagdo, auxiliando o diagnéstico precoce de potenciais lesées pré
neoplasicas' 1832,

O conceito de campo de cancerizagdo sugere que a pele,
aparentemente normal que circunda as QAs, sustente a base para a
expansdo clonal de células neoplasicas geneticamente alteradas®. As QAs
apresentam-se principalmente em areas fotoexpostas e sao caracterizadas
por pequenas papulas eritémato-hiperqueratosicas. As QAs apresentam
diferengas entre si. Alguns autores tentam indicar parametros clinicos que
sugiram um maior potencial de transformac¢do em CEC. Séao critérios clinicos
como: infiltragdo, inflamagé&o, didametro maior que 1 cm, crescimento rapido,
sangramento, eritema e ulceracdo®®. Histologicamente, elas s&o
classificadas de acordo com a atipia de queratinécitos, pleomorfismo
nuclear, hiperqueratose, paraqueratose, infiltrado inflamatério dérmico e

elastose solar concomitante. Rotineiramente, o diagnéstico é essencialmente
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clinico, embora o exame histopatoldgico seja considerado a melhor técnica.
Porém, considerando que essas lesdes aparegam, em geral, em campo de
cancerizagdo, muitas lesbes pré-clinicas estdo presentes na pele
aparentemente normal. Assim, tornam-se necessarios o diagnéstico e o
tratamento de todo o campo e, ndo somente a lesdo individualizada'>3*%.
Técnicas nao invasivas como microscopia éptica confocal e fotodiagnostico
com fluorescéncia emitida por protoporfirina IX estdo sendo empregadas
com a intengdo de identificar lesbes pré-clinicas em campo de
cancerizacdo®®.

A etiopatogenia do campo de cancerizagdo encontra-se em fase de
estudo para melhor elucidacdo, principalmente para compreender a
ocorréncia de um segundo tumor primario na area onde antigo tumor foi
excisado. Alguns estudos mostraram haver origem clonal comum das células
neoplasicas e pré-neoplasicas na cavidade oral, es6fago e bexiga, mesmo

que as lesdes tivessem distancia de 7 cm'®%

Ou seja, mesmo com
distancia consideravel entre as lesdes, esses tumores aparentemente eram
originados a partir de um mesmo clone mutante. A conclusdo de que as
lesbes s&o geneticamente relacionadas foi baseada na similaridade das
alteracdes genéticas. Ha teorias que tentam explicar a origem clonal comum
de multiplos tumores em um mesmo campo. A primeira delas postula que
uma célula ou grupo de células possam migrar através da submucosa e
atingir outros sitios. Outra teoria, advoga a favor de que as células tumorais

de 6rgdos que possuem lumen desprendem-se e atingem o lumen do

referido érgdo (por exemplo, cavidade oral e bexiga), implantando-se em
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outra area. Porém, uma terceira e nova teoria tem ganhado mais forga e
postula que um grande campo geneticamente alterado e contiguo reside no
epitélio no qual multiplas lesbes geneticamente semelhantes se
desenvolvem'2. Os resultados indicam que uma grande proporcdo de
multiplos tumores primarios, na mesma area anatdbmica, se desenvolvem
dentro de um Unico campo pré-neoplasico.

Assim sendo, temos que o conceito de campo de cancerizagao tem
importantes consequéncias clinicas. Esta estabelecido que a apos a
remogao de um tumor, exista um maior risco no desenvolvimento de outro
na mesma area. Algumas vezes, o novo tumor pode ser explicado a partir do
crescimento de tumor incompletamente excisado. Porém, nos casos onde o
tumor foi totalmente removido, parece provavel que um campo
geneticamente alterado tenha sido a causa'®. A presenca de um campo com
células geneticamente alteradas parece ser um crescente fator de risco para
desenvolvimento de neoplasias. As investigacbes clinicas sdo dificultadas
pelo fato de que a detecgdo precoce de um campo € feita através de
técnicas de biologia molecular dificeis de serem aplicadas em uma rotina
hospitalar. Contribui para essa dificuldade, o fato de que as lesbes precoces
sdo, em geral, sub-clinicas e de dificil diagndstico, mesmo com técnica de
deteccéo precoce usadas na rotina. Por outro lado, as les6es de QA na pele
sdo pré-neoplasicas, de diagndstico mais facil e surgem, em geral, em
campo de cancerizagao.

A aceitacdao de que um campo geneticamente alterado aumenta as

chances de formacdo de tumores provoca um paradigma entre o que é
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recorréncia local de um tumor e segundo tumor primério. Este ultimo
consiste em um novo tumor que se desenvolve independentemente do
primeiro, no mesmo campo de cancerizagdo. Quando um segundo tumor
aparece no mesmo campo, temos que, aumentam, ainda mais as chances
de um terceiro ou quarto tumor também surgirem no referido campo. Isso
implica em seguimento e acompanhamento especiais desses pacientes,
necessitando de avaliacées mais proximas e profundas. A recorréncia local
pode ser o resultado de um tumor parcialmente excisado, porém também
pode ser considerado resultado de “restos” locais de um campo, o que se
confunde com segundo tumor priméario’2.

As implicagdes cirurgicas no campo de cancerizacdo sao de grande
importancia. Em alguns érgaos, por exemplo, ressecc¢des extensas do tumor
junto do campo podem ser impraticaveis tais como cabeca e pescoco, vulva,
bexiga e em carcinomas de célon.

Na pele, o campo inclui alteragdes clinicas e sub-clinicas que podem
ser diagnosticadas através da semiologia, com a presenca de QAs e outras
alteracées como lentigos solares, disturbios de pigmentacédo, alteracées de
textura e rugas, xerose e elastose solar. Portanto, a definicdo de campo de
cancerizagao é: “uma area de pele fotoexposta, cronicamente danificada e
com multiplas lesbes de QAs, além dos outros danos causados pela
radiacdo UV”. Esse “territério” comporta-se como um campo de lesdes
clinicamente visiveis e lesées sub-clinicas'?*3*.

Ou seja, as lesGes pré-malignas estdo aparentes em areas

danificadas pela agédo da radiagdo UV e originam-se de focos disseminados
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em area foto-exposta. Poucos estudos existem sobre esse assunto, sendo a
maioria em carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco .

Interessante € a observagédo de que poucos estudos histopatoldgicos
ou clinicos definem um campo de pele alterado que tenha predisposicao a
formagao de tumores ou mesmo de lesdes pré-malignas. Como, em muitas
vezes, a aparéncia clinica da pele é normal, voltamos nossa atencao apenas
para as lesdes que clinicamente se apresentam. Este conceito necessita ser
revisado, pois uma superficie de pele que €& cronicamente exposta a
radiacdo UV mostra mais chances de desenvolver neoplasias cuténeas
quando comparada & pele protegida de exposicdo UV'®. Nesse sentido, todo
o campo deve ser alvo de estudo e, ndo somente, as lesbes aparentes.
Assim, técnicas laboratoriais mais especificas como biologia molecular sao
empregadas na definicdo das alteragbes da &rea cancerizavel. Jonason et
al.'”®, estudando pele normal de voluntarios, observou a frequéncia da
expressdo da TP-53. Através da técnica de imunohistoquimica, os autores
identificaram “patches” na epiderme e verificaram que a frequéncia média
era de 3/cm? na pele coberta e de 33/cm? na pele cronicamente exposta ao
sol. Esses “patches” nao s6 eram mais frequentes como eram maiores em
tamanho quando comparados com pele ndo exposta. Para determinar se
esses “patches” continham mutacgdes, os autores usaram a técnica de PCR
e observaram que 50% das células positivas eram mutadas, sendo mais
frequente a mutagdo C—T'®.

Nas lesdes de QAs, assim como nos CECs, foram identificadas,

recentemente, expressdes variaveis de uma proteina da matriz extracelular
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chamada de Tenascina-C (Tn-C)*>*®. Esta é uma proteina que esta
normalmente presente no tecido embrionario neural, em diversas fases da
esquelotogénese e vasculogénese e nos tecido de reparagdo e musculo-
esquelético. Sua fungédo esta diretamente ligada a ades&do, migracado e
crescimento celulares, angiogénese e regulacdo da expressdo das MMPs®,
O seu papel na invasdo tumoral ainda é incerto, mas estudos recentes
mostraram maior expressao de Tn-C nas QAs com maior grau de atipia e
gue a intensidade da reagdo, assim como a sua extensao, eram maiores nos
CECs do que nas QAs. A expressdo da Tn-C era particularmente mais
intensa nas células mais basais dos CECs, na fronteira de invas&o tumoral.
Tal observagdo parece relacionar-se com o potencial invasivo desses
tumores, onde uma maior expressdo de Tn-C pode se relacionar a menor
capacidade de adesao celular favorecendo, assim, a invasdao e
disseminagdo do tumor®®. Porém, ainda ndo se sabe qual é a expressdo
dessa proteina no campo de cancerizacao.

A pele cronicamente exposta a radiacdo UV apresenta sinais,
precoces ou tardios, de envelhecimento. Esse processo inclui alteracées na
textura, coloracdo, disturbios de pigmentagdo, rugas superficiais e
profundas, eritema, telangiectasias e QA®. Essas alteragdes estdo presentes
no processo do envelhecimento extrinseco ou fotoenvelhecimento da pele.

Devido a alta incidéncia de QAs e sua localizagdo preferencial em
areas expostas (cabeca, pescoco, membros superiores), torna-se imperativo
o tratamento eficaz de tais les6es assim como a diminuigdo do aparecimento

de novas lesdes no campo tratado. As QAs sao consideradas as lesdes
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cutaneas pré malignas mais comuns da pele, sendo que alguns autores
preferem classifica-la como um carcinoma espinocelular (CEC) in situ**. No
hemisfério norte, a prevaléncia das QAs varia entre 11-25% na populagao
acima de 40 anos. Existe a possibilidade de transformagao em CEC invasivo
e potencial metastatico dessas lesdes. Estima-se que o CEC seja
responsavel por até 34% das mortes causadas por cancer de pele em
individuos entre 65 e 84 anos de idade e por 56% em pacientes acima de 85
anos®. Os fatores de risco mais implicados no seu desenvolvimento sdo a
exposicao crbénica ao sol, imunossupressao, fototipos de pele I-ll, fototerapia
com PUVA (“psoralen Ultra — violet A”), exposicdo ao arsénico e alguns
processos inflamatérios cronicos da pele.

Embora as QAs possam sofrer involucdo espontadnea, o risco de
progressdo para CEC varia de 0,025% a 20% por ano>>%. Durante o curso
de um ano, cerca de 20% a 25% das lesbes regridem. Porém, no mesmo
curso de um ano, 15% das lesdes, que sofreram regressdo, reapareceram>.
E muito dificil e incerto estimar se a regressdo é permanente ou apenas
temporaria. Dessa forma, o diagnostico e tratamento sao pertinentes. Foi
estimado que 60% dos individuos caucasianos poderdo apresentar pelo
menos uma lesdo de QA apés os 40 anos de idade®*®. As QAs normalmente
estdo presentes nas areas fotoexpostas e sdo mudultiplas, resultando em
areas de cancerizacdo. Uma vez que ndo se pode distinguir qual lesao
sofrera involugdo ou qual se transformara em CEC, torna-se obrigatério o

tratamento de todas as lesoes. Dessa forma, cada vez mais tem-se dado



Revisdo de literatura 30

importancia ao tratamento de todo campo, uma vez que, lesdes sub-clinicas

podem sofrer transformagéao para CEC'?.

2.5 O envelhecimento cutaneo

O envelhecimento é um processo biolégico, em nivel celular, e que
envolve uma redugdo progressiva da capacidade de reserva e menor
habilidade na realizagdo das fungdes normais. E algo inerente a todos os
organismos vivos e considerado o resultado de uma programagao genética
especifica para cada espécie. Devemos lembrar, porém, que danos
cumulativos ao material genético e a suas proteinas podem alterar o
processo natural e induzir o envelhecimento prematuro e a morte que, por
sua vez, podem ser dependentes de mecanismos de reparacdo’. Sabe-se
que, os queratindcitos humanos, em cultura, atingem a senescéncia
replicativa apdés 50 a 100 divisbées, permanecendo em fase G1 do ciclo
celular apés o periodo replicativo®’.

O envelhecimento da pele € influenciado por vérios fatores como
genéticos, ambientais, processos metabdlicos e alteragdes hormonais.
Todos esses fatores somados contribuem para alteragdes na estrutura,
funcéo e aparéncia do 6rgéo. Inquestionavel, é o papel da exposicao crbénica
a radiacdo UV como maior fator isolado de envelhecimento cutaneo’.

O envelhecimento cronoldgico ou intrinseco € definido como um

conjunto de alteracdes clinicas, histoldgicas e fisiolégicas que ocorrem na
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pele protegida, ou seja, ndo exposta ao sol. As principais alteracées sao
observadas na taxa de replicacdo celular da epiderme, depuracdo de
substancias quimicas pela derme, espessura e celularidade dérmicas,
termo-regulacdo, reparo tecidual poés injuria, protecdo mecanica, resposta
imunoldgica, percepcao sensorial, producdo de sebo e suor, sintese de
vitamina D e reatividade vascular. Clinicamente, a pele apresenta-se atréfica
e com perda da elasticidade. Embora a camada c6rnea quase nao sofra
alteraces, a epiderme torna-se mais fina e ocorre retificacdo e achatamento
da juncdo dermo-epidérmica, tornando-a mais fragil®®. A capacidade
metabdlica dos fibroblastos € menor, o que torna mais lento e precario o
processo de reparacéo tecidual. A resposta aos fatores de crescimento de
queratinécitos e de fibroblastos também diminuem, levando a menor
capacidade proliferativa. Outra fungédo importante que diminui é a sintese de
vitamina D3, devido a menor formagcdo de 7-dehidrocolesterol na epiderme
atrofica®.

O fotoenvelhecimento, ou extrinseco, é o resultado da combinagéo
dos danos causados pela radiacdo UV com as alteragbes intrinsecas
previamente descritas, 0 que acarreta, por fim, o envelhecimento prematuro.
A exposicdo crbnica e prolongada a radiacao UV, conforme ja descrito
anteriormente, induz a formacao dos radicais reativos de oxigénio (ROS), de
acido nitrico (RNS) e radicais livres alterando as estruturas dos genes e de
suas proteinas'. Clinicamente, a pele torna-se aspera, a epiderme se
espessa no inicio e sofre atrofia na fase mais tardia, ha flacidez,

empalidecimento e rugas surgem gradativamente, telangiectasias, lentigos
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solares e hiperpigmentacao difusa sao também notados com a progressiva
exposicao ao sol. Os poros dilatam-se, ha crescimento de neoplasias
benignas como queratoses seborréicas e acrocérdons, assim como lesdes
pré-malignas e malignas como QAs, CEC, melanoma e CBC. As alteragdes
histopatoldgicas sdo também observadas como perda da polaridade dos
queratindcitos, graus variaveis de atipia celular, degeneracao do colageno
assim como depdsito de material elastético na derme, conferindo o aspecto
da pele com excesso de rugas, sulcos e descoloracdo. Da mesma forma,
vasos sanguineos periféricos sdo alterados, tornando-se dilatados e
tortuosos®3840

O colageno dérmico é alvo do fotoenvelhecimento. Na pele normal,
com pouca ou sem exposicao solar, existe uma continua remodelagéo, que
é resultado do tecido conectivo normal. As enzimas responsaveis pela
degradacdo e remodelagdo das fibras colagenas sdo conhecidas como
metaloproteinases (MMPs) da matriz extracelular. Essas enzimas sé&o
membros de uma grande familia de endopeptidases, zinco dependentes,
produzidas constantemente por fibroblastos, queratinécitos, macréfagos,
mastécitos, células endoteliais e eosindfilos’’. A familia das MMPs é
composta por pelo menos 16 membros, até hoje conhecidos, e que podem
ser classificados em quatro sub-grupos: 1) colagenases; 2) gelatinases; 3)
estromelisinas; 4) MMPs de membrana. As trés primeiras podem degradar o
colageno nativo e ndao desnaturado presente na derme. A primeira etapa da
quebra é feita pelas colagenases, gerando dois tipos de fragmentos. Esses

fragmentos desnaturados sdo chamados gelatinas e degradados,
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posteriormente, pelas gelatinases e estromelisinas’. T4o importante quanto
a quebra do colageno e posterior envelhecimento cutaneo, é o fato que o
aumento da sintese de MMPs esta correlacionado com maior agressividade
e gravidade dos tumores cutaneos, favorecendo a invasao das células
tumorais®®.

Todo esse processo de quebra e degradacdo do colageno que
contribui para o envelhecimento cutdneo € ativado por vias bioquimicas
estimuladas pela radiacdo UV e que induzem a liberagdo de vérias
interleucinas (IL) e receptores de fator de crescimento. Nesta lista incluem-
se os receptores de EGF, TNF-q, fator de ativagao plaquetaria (PAF), IL-1 e
insulina. O acumulo de ROS estimula o fator nuclear kB (NF-kB), que, por
sua vez, estimula a producédo de IL-1, IL-5 e TNF-a, gerando processo
inflamatoério na pele foto-exposta e, consequentemente, mais formacao de
ROS7’8’12’20’41’.

A radiacdo UV é capaz de ativar EGFR (do inglés “epidermal growth
factor receptor”) através de sua fosforilacdo. Tal evento € sensivel e ja pode
ser observado apdés 10 minutos de exposicdo UV. Apds esse evento,
proteinas ligadoras de GTP (guanosina 5’ trifosfato) sao ativadas que, por
sua vez, estimulam a cascata das MAPKs. Além de todo efeito na inibicdo da
apoptose e aumento da sintese de COX-2, descritos anteriormente, as
MAPKs estimulam a transcrigdo da via AP-1( via ativadora da proteina -1)*'.
AP-1 é constituida pelas familias de proteinas c-Fos e JunD. Na presenca de
UV, ocorre a transcricdo dos genes c-Fos e c-Jun. O aumento da proteina

c-Jun compete diretamente com JunD, levando a formagédo de complexos
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c-Jun:c-Fos na AP-1. A transcricdo de vérias enzimas da familia das MMPs
é regulada pelo complexo AP-1 formado apés a radiacdo UV. Dessa forma,
tem inicio o papel das MMPs na degradacdo das proteinas da matriz
extracelular. Inicialmente, as MMPs s&o sintetizadas como pro-enzimas e
sofrem degradacgéao proteolitica para se tornarem ativas. Esse processo pode
ser inibido pelas enzimas inibidoras de MMPs teciduais (TIMP). Varias
MMPs sao estimuladas pelo complexo AP-1 como: MMP-1 (colagenase 1)
que inicia a degradacdo dos colagenos | e lll; MMP-9 (gelatinase B),
responsavel pela degradacdo dos fragmentos de colageno (gelatinas);
MMP-3 (estromelisina 1), responsavel pela degradacao do colageno tipo IV
da membrana basal e também ativa a pr6-MMP-1. Essas enzimas podem
ser ativadas tdo logo quanto oito horas apés a radiacdo UV’®'. Somando-
se a quebra progressiva do colageno pelas MMPs, a exposicao crénica a
radiacdo UV inibe a sintese de colageno tipo |, assim como a organizacéo
das fibras na derme (Figura 5). A expressao do pré-colageno | € inibida apds
8 horas de irradiagédo UV “in vivo” e torna-se completamente ausente apds
24 horas de exposi¢cédo, 0 que é consistente com a indugdo do complexo c-
Jun:c-Fos e ativagdo da AP-17%%". Ainda mais, o fator de crescimento do
tecido conectivo é também inibido pela radiacao UV.

A citocina pré-fibrotica TGF-B regula multiplas fungbes celulares
incluindo diferenciacao, proliferacdo e a sintese das principais proteinas da
matriz extracelular- colageno e elastina®*?. Na pele humana, TGF-B inibe a
proliferacao de queratindcitos e estimula os fibroblastos. Inibe, também, a

producdo da MMP-1 e MMP-3, através da ligacdo aos receptores de
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superficie celular TBR I/1l/1ll, prevenindo, assim, a quebra de colageno. A via
TGF-B/Smad é a principal reguladora da sintese de pro-colageno tipo | na
pele humana®. Por sua vez, a irradiacdo UV é capaz de inibir a via TGF-B,
através da inibicdo da expressdo do receptor TBR-Il. Ocorre, como
consequéncia, uma reducao de 90% da ligacdo da TGF-B na superficie da
célula. Essa € uma importante via que esta inibida na pele cronicamente
foto-exposta e que contribui ainda mais para a degradacao progressiva das
fibras colagenas. Portanto, a inibicdo da via TGF-B/Smad acarreta na
diminuicdo da expressdao de pré-colageno | e aumento da sintese de
MMPs.O conjunto de eventos como estimulagédo das MMPs, inibicdo da via
TGF-B/Smad e inibicdo do fator de crescimento do tecido conectivo
contribuem para degeneracdo assim como inibicdo da sintese de fibras

colagenas na derme”®.

v
ROS
. EGlFR l l lNF_kE
I TGF-p/Smad l
tMAPKS
1 1 IL-1,IL-5, TNF-a
AP-1 v
c-Fos:c-Jun | pro-colageno | 1
l Inflamacgao
tMMPs

1 /

Quebra de colageno
| Envelhecimento Precoce

Figura 5 - Mecanismos induzidos pela radiacdo UV no envelhecimento precoce da pele
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2.6 A terapia fotodinamica

Na dermatologia, a TFD é empregada no tratamento do cancer de
pele ndo-melanocitico e outras doencas inflamatérias e proliferativas néao
neoplasicas como psoriase, doenga de Darier, sarcoidose e necrobiose
lipoidica. Nas ultimas décadas, a TFD progrediu de um recurso terapéutico
experimental para se tornar primeira op¢do no tratamento de lesées como
QAs e outras lesbes superficiais extensas como CBC superficiais e
nodulares finos e doenca de Bowen (DB)®

Trata-se de um modelo que induz a citotoxicidade das células
proliferativas através da combinacdo de um agente fotossensibilizante, uma
fonte de luz e oxigénio. O tratamento é sempre feito em duas etapas: 1)
administracdo da droga via topica ou sistémica, que se acumula no tumor; 2)
iluminacdo do tumor ou area afetada com fonte de luz para promover a
ativacdo fotodindmica e, consequente, necrose tumoral. O agente
fotossensibilizante, quando irradiado, transfere energia para o Oz intracelular
com a formacdo de radicais reativos como oxigénio singlet ('O,), radicais
hidroxila, superéxido e peréxido de hidrogénio com efeito citotéxico® %4>

No inicio da década de 1990 as pesquisas da TFD em dermatologia
foram impulsionadas pelo desenvolvimento da droga de uso topico acido 5-
delta aminolevulinico (5-ALA), por Kennedy et al.***¢. No fim da mesma
década, um derivado lipofilico - metil éster do 5-ALA - foi produzido e ambas
as drogas regem a TFD como drogas de uso tépico no mundo. Trata-se de

um composto esterificado do 5-ALA, que por ter propriedade lipofilica,
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apresenta a vantagem de maior penetracdo e especificidade no tecido
tumoral.

ALA e MAL séao considerados precursores porfirinicos, sendo que o
composto ativo é a protoporfirina IX(PplX), sintetizada no interior das células
através da biossintese do grupo Heme®'%47484% A Pp|X é considerada
potente agente fotossensibilizante e facilmente fotoinativado, ou seja, a
droga é degradada quando exposta a fonte de luz especifica.

Esses compostos sdo quimicamente puros e, quando aplicados topica
ou sistemicamente, mostram alta eficacia, seguranca e seletividade, com
menor risco de fotossensibilidade prolongada em relagdo as drogas mais
antigas®.

Hoje em dia, vemos um crescimento enorme da TFD e suas
aplicagdes. Por um lado parece fascinante, por outro, até meio confuso
através da combinacdo de varias drogas, protocolos, fontes de luz, novas
indicacoes, etc que podem desorientar o profissional médico que esteja
iniciando sua experiéncia com TFD. Neste sentido, a compreensdo dos
principios basicos assim como o conhecimento dos agentes, fontes de luz e
mecanismo de acao tornam-se imperativos para a boa realizacao da técnica
e obtencao dos melhores resultados®.

Os agentes fotossensibilizantes sistémicos, com estrutura quimica
tetrapirrdlica, sdo preferencialmente administrados por via endovenosa, pois
nao penetram na pele. Esse grupo de agentes pode ser dividido em
derivados de primeira e segunda geracdes. Os agentes de primeira geracao

derivam da hematoporfirina natural, enquanto os de segunda, sao
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compostos  sintéticos purificados de uso clinico e laboratorial
investigacionais. O uso dos agentes sistémicos na Dermatologia € muito
restrito. Os riscos de fotossensibilizagdo prolongada (de 4 a 8 semanas), a
dificuldade de aplicagdo da técnica e a necessidade de regime hospitalar
para sua realizagao dificultam sua utilizagéao prética5°.

Dentre os agentes topicos, ha grande destaque para as moléculas de
5-ALA e MAL. Esses ndo sdo agentes fotossensibilzantes propriamente
ditos, porém, sao precursores metabdlicos de porfirinas fotoativas (PplX),
através da biossintese do Heme intracelular*>*°,

5-ALA é um agente hidrofilico sendo captado pelas células,
principalmente, através de transporte ativo, como Na+/Cl- dependente de
beta aminoacidos como glicina e acido gama aminobutirico (GABA)
carregadores'®***° Esses sistemas ndo requerem energia, dependem de
pH e temperatura, sdo lentos e saturaveis e estdo um pouco mais
acelerados em ceélulas tumorais. MAL €& uma molécula lipofilica sendo
captada por mecanismos de transporte ativos principalmente dependentes
de aminodcidos ndo-polares como alanina, metionina, triptofano e glicina.
Porém, o MAL também ¢é captado por mecanismos passivos de difuséo
transmembrana®®*’. Esse mecanismo n&o requer energia e nao é saturavel,
sendo eficaz em células normais, porém, mais ainda em células neoplasicas.
Essa pluralidade de fatores talvez explique a maior penetragcdo do MAL em
relagdo ao ALA, sobretudo em células malignas.

O 5-ALA é o primeiro intermediario na via de biossintese do grupo

Heme, sendo sintetizado a partir de glicina e succinil — Coa, no interior da
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mitocdndria (Figura 6). Essa reagéo é catalisada pela enzima ALA-sintetase.
J& no citoplasma da célula, duas moléculas de ALA formam o
porfobilinogénio (PBG) e quatro moléculas de PBG formam o
uroporfirinogénio lll. Este dltimo € convertido em coproporfirinogénio Il e,
novamente no interior da mitocédndria, em protoporfirinogénio 1X, que é

convertido em PplX, pela acdo da protoporfirinogénio oxidase®.

Biossintese do Grupo Heme

AWSintetase Captacao de 5-ALA exdgeno

Glicina ) S-ALA ) S-ALA‘
+ Controle de feedback

succinil CoA Porfobilinogénio

Heme
I l PBG Deaminase

HeLogqueat st Protoporfirina IX Uroporfirinogénio IIT

|

Coproporfirinogénio I1I

Mitocondria S———————— Citoplasma

‘ Baixa taxa nas células tumorais
|:> Alta taxa nas células tumorais

Figura 6 - Esquema da biossintese do grupo Heme, captacdo do 5-ALA e sua
metabolizagdo. PBG = porfobilinogénio, CoA = coenzima A

A PpIX é o intermediario porfirinico com ativadade fotodinamica e,
quando ativado por luz azul, emite fluorescéncia vermelha intensa. Em
contraste, o grupo Heme néo fluoresce quando exposto a luz e ndo possui

44455051 Enquanto anormalidades metabdlicas na via

atividade fotodinamica
da biossintese do grupo Heme originam um grupo de doencas denominadas
de Porfirias, o acumulo proposital induzido por ALA ou MAL exdgenos é

utilizado com finalidade terapéutica na TFD.
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A sintese normal de 5-ALA, no interior da célula, é controlada pela
enzima ALA sintetase que, por sua vez, € inibida pelo acimulo de Heme
(feedback negativo). Se um excesso de 5-ALA exdgeno for aplicado
topicamente, ocorrera rapida passagem através da epiderme anormal e
posterior conversdo a PplX no interior da mitocéndria. Uma vez que a
conversao da PplX para Heme & uma reagdo lenta, as células tendem a
acumular grande concentracdo de PplX. Embora qualquer célula nucleada
seja capaz de sintetizar Heme, algumas o fazem de maneira acelerada e
diferentes mecanismos de controle de feedback podem agir nessas
células®®. O acumulo excessivo de PplX no interior da mitocdndria induz a
sua difusdo para o reticulo endoplasmatico e membrana celular, ambos
alvos finais do dano celular induzido pela TFD.

Quando MAL é aplicado topicamente, a molécula é rapidamente
demetilada a 5-ALA e sofre 0 mesmo processo de metabolizagdo, conforme
exposto acima®.

A PplX possui varios picos de absorgdo da luz. O principal € na banda
de Soret em 405 nm, correspondente a luz azul. Outros picos menores
também tém importancia e sdo chamados de “Q bands” ou bandas Q. Sao
picos que ocorrem em 510, 545, 580, 630, 670 e 700 nm (Figura 7). Embora
0s picos das bandas Q sejam 10 a 40 x menores que o pico em 405 nm,
muitos estudos em TFD séo conduzidos usando fonte de luz no espectro da
luz vermelha entre 620 e 635 nm. A principal razao reside no fato de que a
luz vermelha proporciona maior penetragdo no tecido, otimizando a TFD

para lesdes mais profundas. Porém, fontes de luz azul e verde também sao
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empregadas em TFD para lesbes mais superficiais e com resultados

semelhantes**®.
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Figura 7 - Espectro de absor¢do da PPIX
ALA pode ser administrado topica ou sistemicamente, mostrando
acumulo de PpIX em células tumorais de CBC em quaisquer das vias.
Estudos em animais e humanos mostraram que a PplX é eliminada do
organismo 24 horas apds a administracdo de ALA exdgeno, seja por vias

tépica, oral ou endovenosa'®*.

Assim, riscos de fotossensibilidade
prolongada sao considerados ausentes ou despreziveis com o uso de ALA
ou MAL.

Durante a exposicdo do tumor fotossensibilizado a uma fonte de luz
adequada, a PplX é rapidamente fotoinativada, permitindo, assim, alta dose
total de energia sem os riscos de reacdes fototoxicas relevantes para o

tecido perilesional®.

700
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Alguns fatores interferem com a penetragdo do ALA na pele:
concentragédo, tipo de veiculo utilizado na sua preparacdo, tempo de
aplicacéo e uso de agentes coadjuvantes que favorecem o acumulo de PplX
nas células tumorais. Nos estudos clinicos, as concentragdes de ALA variam
de 5 a 20%***°. Os melhores resultados terapéuticos foram obtidos com
concentragdes entre 10 e 20%*3#°485255 Eyxiste divergéncia nos diversos
protocolos sobre qual o melhor veiculo a ser usado no preparo do ALA.
Formulagbes como emulsdo o6leo/dgua, agua/dleo, propilenoglicol e logao
naonocoldéide foram previamente testadas***°. Hoje, utilizam-se ALA 20%
em emulsdo agua/dleo e solugédo hidroalcoolica (disponivel comercialmente
em forma de bastdo, sendo o pé do ALA separado da solugéo, para uso
topico)*®49°4579 " Ja o MAL somente esta disponivel em forma de creme
contendo dleo de archis, glicerila e agua na concentracdo de 16%
(disponivel comercialmente em forma de tubo contendo 2 g, pronto para uso
tépico)9,10,60-62.

Quanto ao fator tempo de aplicacdo sobre a lesao, também existe
grande variacdo de 60 minutos a 20 horas**48:49:5459,

Hoje, os protocolos aprovados para o uso de ALA topico no tratamento de
QAs sdo de aplicacdo prolongada entre 14 e 18 horas*®*°. No caso do MAL,
o tempo de aplicacdo é de trés horas sob oclusdo®.

O uso de agentes coadjuvantes em formulacbes com ALA pode
aumentar, direta ou indiretamente, a formacédo de PplX na célula tumoral. A

adicdo de agentes que inibam a agdo da enzima ferroquelatase ou

aumentem a penetragdo do ALA no tecido, como ocorre com a
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desferroxamina, o acido dietilaminotetracético (EDTA) e dimetilssulféxido
(DMSO) constituem exemplos de aditivos que potencializam a TFD%,
Outras técnicas também podem aumentar a concentracdo de PplX por
aumentar a absorcao de ALA, como é o caso da iontoforese.

A capacidade penetragéao do ALA no CBC foi estudada por Szeimies

et al.®®

, em 1993, através da microscopia de fluorescéncia. Apds quatro
horas de aplicagdo do ALA 20% em creme sob oclus&o, foi observada
apenas fluorescéncia leve nas glandulas sebaceas e por¢des superiores dos
foliculos pilosos. Apos 12 horas, foi detectada fluorescéncia intensa na
epiderme lesada e area perilesional, foliculos pilosos, ductos sudoriparos e
glandulas sebaceas, além de fluorescéncia homogénea nos CBCs
superficiais e nodulares. Nos CBCs esclerodermiformes, a fluorescéncia foi
heterogénea e leve, mesmo nas partes mais superficiais do tumor. Esses
achados comprovam os melhores resultados da TFD nos CBCs superficiais
e nodulares de padrao solido, pois no padrao esclerodermiforme, o estroma
fibroso dificulta a penetragdo do produto e, consequentemente, a formacéo
de PpIX'%*. Cabe ressaltar que esse estudo foi conduzido com ALA 20%
em creme e ndao com a formulacdo que atualmente existe no mercado
(Levulan Kerastick®, Dusa Pharmaceuticals, Inc, USA).

Em relacdao ao MAL, trata-se como ja exposto, de uma droga lipofilica
que foi sintetizada no fim da década de 1990 com o intuito de promover
maior penetracdo no tecido e aumentar a concentracdo de PpIX nos
tumores. Fritsch et al.%*, em 1998, compararam o actmulo de porfirinas em

QAs e pele normal com ALA e MAL. Em ambos os grupos houve maior



Revisdo de literatura 44

concentragao de PpIX nas QAs em relagdo a pele normal adjacente. Porém,
MAL foi mais seletivo para a pele lesada em relagdo ao ALA. Esse dado foi
comprovado pela razdo de fluorescéncia entre QA e pele normal (8,7 para
MAL e 5,1 para ALA). A seletividade do MAL também se faz evidente em
razdes ainda maiores quando se compara a fluorescéncia nos CBCs e na
pele normal tratada com MAL®. Em 2006, Angell-Petersen et al.*,
estudaram a formagéo de porfirinas em QAs e CBCs tratadas com MAL em
diferentes regimes de aplicagcédo: as concentragbes de MAL testadas foram
de 1%, 8% e 16% e o periodo de aplicacédo variou de 3 a 28 horas. Nesse
estudo, foi observado que a seletividade do MAL (relacao tumor/pele normal)
era alta nas primeiras horas (10x superior) e decaia com o tempo. Além
disso, para as lesdes nodulares, a melhor concentragdo de MAL foi de 16%
e a profundidade de fluorescéncia atingida foi de 2,1 mm apds 3 horas de
aplicacdo. Em tempos de aplicacdo superiores, observou-se um aumento da
intensidade de fluorescéncia nas camadas mais superficiais das lesoes,
além de menor seletividade*’. De acordo com os dados de fluorescéncia,
PpIX aumentou durante as 13 primeiras horas de aplicacdo nas QAs e CBCs
superficiais. Outros autores ja haviam demonstrado aumento de
fluorescéncia apo6s seis horas de aplicacao para QAs e quatro horas para
CBCs, sugerindo que a TFD com MAL em maior tempo de aplicagdo poderia
ser de maior valor terapéutico®®®*. Porém, em um estudo multicéntrico para
a avaliacao da dose e tempo de aplicacao do MAL entre uma e 18 horas em
CBCs, nenhuma diferenca foi observada na resposta clinica dos grupos

submetidos a trés horas ou mais de aplicacdo do MAL. Este dado sugere
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qgue a concentragao de PplX, apos trés horas de aplicacao, é suficiente para
induzir TFD*47%0,

Em relacdo as concentracdes, observou-se que MAL 8% apds 18
horas de aplicagdo e MAL 16% apéds trés horas induziram uma adequada
intensidade de fluorescéncia em lesdes mais espessas. Porém, o ultimo
regime apresentou a maior profundidade relativa de fluorescéncia (razdo
entre a profundidade de fluorescéncia e profundidade do tumor), que foi de

98%°2,

2.7 Mecanismo de Acao da TFD

O conceito da TFD é a inducdo da citotoxicidade das células
proliferativas por meio de uma fonte de luz. Para que isso ocorra, sao
necessarios trés componentes: agente fotossensibilizante, luz e oxigénio®**
50.

A técnica, em geral, consiste de duas etapas. Na primeira, o agente
fotossensibilizante acumula-se nas células tumorais ap6s a administracao
topica ou sistémica. Na segunda, o tumor fotossensibilizado é exposto a luz
de comprimento de onda que coincida com o espectro de absorcdo do
agente fotossensibilizante %43
Durante a TFD, o agente fotossensibilizante ligado ao tumor é ativado

na presencga de luz. Essa ativacao leva-o do estado de repouso ao estado de

ativacdo chamado singlet, de meia vida curta (Figura 8). Nessa etapa, as
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moléculas podem retornar ao estado de repouso, emitindo energia em forma
de fluorescéncia por meio da liberagao de fétons ou progredir na cadeia de
reacdes quimicas, até atingir o estado triplet de meia vida mais longa. As
moléculas no estado triplet podem sofrer dois tipos de reacdo. Na reacao
tipo I, as moléculas reagem diretamente com substratos bioldgicos para
formar radicais livres, como os radicais superoxido, hidroxila e peroxido. Ja
na reacao tipo Il, as moléculas transferem sua energia diretamente ao
oxigénio intracelular, formando o oxigénio singlet ('0,), altamente reativo, de
meia vida curta e responsavel pela morte celular. A reagao tipo Il predomina
na TFD, enquanto a reacéo tipo I, no tratamento que envolve 8 — MOP e

ultravioleta A (PUVA).
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Figura 8 — Ativacdo do agente fotossensibilizante

Ambas as reacdes podem ocorrer simultaneamente e a razao entre
elas é influenciada pelas caracteristicas do agente fotossensibilizante, dos

substratos intracelulares e da concentragdo de oxigénio no meio. Porém, a
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presenca de 'O parece ser o principal fator para ocorrer a citotoxicidade.
Em condicbes de andxia, o efeito fotodindmico é praticamente ausente. Nas
condigdes de andxia tecidual ou concentracao de oxigénio inferior a 2%, as
células tumorais tornam-se resistentes ao efeito citotoxico induzido pela
TFD43’50’52.

Utilizando-se agentes fotossensibilizantes sistémicos, como o
porfimer sddico, o efeito direto induzido pelo 'O, ocorre, porém parece ter
importancia secundaria. Estudos histopatolégicos evidenciaram hemorragia
no interior do tumor em modelos experimentais e em pacientes submetidos a
TFD com fotossensibilizantes sistémicos. A necrose tumoral foi secundaria a
destruicdo da microvascularizagdo do tumor, havendo menor participacao do
efeito direto induzido pelo 'O,. Esses agentes sistémicos agem,
preferencialmente, nos vasos sanguineos neoformados dos tumores. O dano
ao endotélio acarreta quebra da funcao de barreira da parede do vaso, perda
da juncdo entre as células endoteliais, exposicdo da membrana basal
vascular com consequente ativacdo plaquetaria ede polimorfonucleares
neutrofilos. Essa sucessao de eventos leva a vasoconstricgcdo das arteriolas
e formagcédo de trombos venosos e, subseqlentemente, hipdxia e necrose
tecidual. Assim, a necrose isquémica parece o principal mecanismo de
destruicdo do tumor submetido a TFD com agentes sistémicos, enquanto,
com agentes tépicos (ALA e MAL), a citotoxicidade é decorrente da agéo do
10,7952 No caso das drogas de uso tépico, a seletividade pode ser
favorecida pela maior permeabilidade anormal do stratum corneum,

suprajacente ao tumor. A remocdo desse tecido através de agentes
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queratoliticos, curetagem e microdermabrasdo pode aumentar a penetracao
das drogas topicas nessas areas afetadas®*®"°.

Em consequéncia da agdo do 'O, a célula tumoral passa a
apresentar falhas na integridade da membrana, o que acarreta alteragées na
permeabilidade e fungcdo de transporte entre os meios intra e extracelulares.
Alteracbes nas membranas do nucleo, mitocédndria, lisossomos e reticulo
endoplasmatico também ocorrem**°2°3€0 Dados utilizando microscopia de
fluorescéncia sugerem que a fototoxicidade mitocondrial é a principal causa
da morte celular induzida pela TFD®%. A despeito da exata localizagdo do
efeito citotoxico, a consequéncia é a perda da integridade celular, havendo a
liberagdo de fatores inflamatorios e ativagdo da cascata do
complemento>3636°,

Sabe-se que 'O e outras espécies reativas derivadas do oxigénio
reagem com varias biomoléculas: colesterol, triacilglicerol, fosfolipides e
aminodcidos como triptofano, histidina, metionina e bases do acido nucléico
(guanina e guanosina). Os efeitos da TFD induzem inativacao de enzimas de
membrana, aumento da permeabilidade das membranas, formacado de
“bolhas” intracelulares, interrup¢ao da divisao celular, faléncia respiratoria e
lise celular'®*. A indugdo da apoptose é mais observada com os agentes
que se localizam na mitocéndria, através da inibicdo da produgcédo de ATP,
liberacdo do citocromo C e ativacdo das caspases'?'>*®. Estudos mostram
que 5-ALA, HpD e verteporfirin sensibilizam mondcitos CD 14+, células

dendriticas CD 83+, células de Langerhans, linfécitos CD 25+ e aumentam a

producédo de IL-6. Histamina, prostaglandinas, fator de ativacdo plaquetario
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sdo ativados por mastocitos e, TNF, por macréfagos, durante a ativacao
fotodinamica %430,

Durante a TFD, a seletividade do tratamento depende da area
exposta a luz e do acumulo preferencial do agente fotossensibilizante nas
células tumorais em relacdo ao tecido normal. Embora esse acumulo
preferencial seja pouco compreendido, alguns fatores sdo apontados como
responsaveis. A permeabilidade da membrana das células tumorais esta
alterada. Esse fato pode ser comprovado pela rapida passagem de corantes,
como azul de Evans e vermelho do Congo, do interior dos capilares para o

estroma do tumor*®°,

As fibras coldgenas que integram o tumor sao
imaturas e semelhantes as observadas em tecido embrionario e processo de
cicatrizagdo recente. Essas fibras imaturas apresentam grande capacidade
de ligagéo as porfirinas, constituindo um local para retencdo e acumulo do
agente fotossensibilizante'®. Outros fatores também colaboram para a maior
captacao e retencdo da droga no interior das células tumorais como: rede
linfatica pouco desenvolvida, ligagdo das porfirinas a receptores de
superficie de lipoproteinas de baixa de densidade das células tumorais,
presenca de macréfagos e menor pH intracelular®.

Dessa forma, o efeito da TFD depende das caracteristicas do agente

fotossensibilizante, da via de administracao (t6pica ou sistémica) e do tipo de

tumor ou doenca que é tratada.
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2.8 Fontes de Luz na TFD

A TFD em procedimentos dermatoldgicos é altamente favorecida pois
0 acesso a lesdo € muito facil se comparada a lesdes de érgaos internos.
Uma fonte de luz com espectro de emissdo que corresponda com o espectro
de absorcdo do agente fotossensibilizante € condicdo necessaria para se
determinar a eficacia do procedimento.

Trés diferentes grupos de fontes de luz podem ser caracterizadas
para a TFD: lampadas de amplo espectro, lampadas de diodo e lasers. A
acdo destes aparelhos dependem fundamentalmente do espectro de
emissao, da irradiancia, da distribuicdo espacial da luz e da poténcia do
aparelho®*3°2,

A emissdo das lampadas de amplo espectro de alta pressdo ou
fluorescentes abrangem quase toda a luz visivel e inicio do infravermelho,
poupando, quase totalmente, a radiagdo U-V. Lampadas haldégenas
metdlicas sdo amplamente usadas, pois sdo mais baratas e tém alta
irradiancia, que mantém a exposicao da luz constante e promovem uma TFD
ndao muito longa. Podem ser usadas como fonte de projetores de slides (luz
branca) ou equipadas com filtros dpticos que promovem a selecédo da banda
de luz que se deseja. Com a utilizacao de filtros, pode-se selecionar luz azul,
vermelha, infravermelha, ou até uma combinacdo delas®. A lampada
fluorescente mais usada opera na faixa da luz azul em 407 nm (banda de

Soret), sendo suficiente para promover ativacao fotodinamica do 5-ALA.
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Os LEDs (do inglés, “light emitting diodes”) sdo aparelhos compostos
por semi-condutores soélidos ligados entre si e que 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 distribuidas em painéis para promover a
iluminacdo de uma superficie ampla e homogénea. Este ultimo item é muito
importante pois uma distribuicao irregular da luz pode deixar de tratar partes
de um tumor superficial mais extenso. Sdo de facil uso e de meia vida
longa'®.

A irradidncia e a uniformidade da irradiacdo devem ser
constantemente checados durante a TFD. As irradiancias usadas em TFD
variam de 50 a 150 mW/cm? Em irradiancias muito baixas o tempo de
exposicdo a fonte de luz pode ser muito longo, enquanto que, em
irradidncias muito altas, pode ocorrer efeito térmico aditivo na TFD. Em
relagéo a fluéncia, ou seja, a dose total de luz utilizada durante a sesséo de
TFD, os tumores malignos, em geral, necessitam de fluéncias maiores.
Durante a irradiacdo do tumor ocorre um processo conhecido como
fotoinativacdo da droga fotossensibilizante (do inglés, “photobleaching”), ou
seja, a medida em que o tumor é destruido pela ativacdo fotodinamica
ocorre, paralelamente, inativagdo do agente pela absorgdo da luz'%4347:°2,
Muitas vezes, em doses baixas do agente, um tempo excessivamente longo
de exposicao a luz pode ser necessario.

Ao contrério das lampadas, os lasers fornecem luz em comprimento
de onda especifico que pode ser bem compativel com o principal espectro

de absorcao do agente fotossensibilizante, além de um feixe de luz bastante
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homogéneo. Muitos lasers ja foram usados em TFD como laser de argénio,
Nd: YAG, vapor de cobre, vapor de ouro e laser de diodo'. O seu uso
permite a realizacdo da TFD mais rapida, pois emitem alta fluéncia de luz
monocromatica que corresponde ao pico de absorcdo do agente. Porém,
sdo aparelhos muito caros, ndo sao portateis, exigem muita assisténcia
técnica e iluminam apenas pequenas areas da pele.

As doses de luz estdo intimamente relacionadas ao espectro de
emissao da fonte e com o pico de absor¢édo do agente. Apds a utilizagéo do
MAL como agente, preconiza-se o uso de LED de 635 nm (luz vermelha) na
dose de 37 J/cm? (Aktilite®, Photocure, Norway). Em relacdo ao uso do ALA
disponivel no comércio (Levulan Kerastisck®, Dusa Pharmaceuticals, USA),
preconiza-se a lampada fluorescente azul de 417 nm (Blu-U®, Dusa
Pharmaceuticals, USA).

Quando se avaliam as diversas publicacbes de TFD com lasers ou
fontes de luz nao-coerentes (LEDs e lampadas halégenas), deve ser
ressaltado que as fluéncias sé podem ser comparadas quando consideradas
as respectivas irradiancias dos aparelhos. Por exemplo, lampadas
halégenas de amplo espectro emitem fétons em comprimentos de onda
muito curtos ou muito longos que ndo s&o necessarios para a ativacao do
agente fotossensibilizante, resultando fétons desprezados e acarretando

superestimacao da fluéncia efetiva quando comparados aos lasers'®*.
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2.9 Aplicacoes na oncologia cutanea

O Metilaminolevulinato, ou MAL, e 5-ALA sdo as drogas aprovadas
como precursores fotossensibilizantes tépicos para TFD. H4 muita evidéncia
do acumulo preferencial de ALA e MAL pelas células neoplasicas, assim
como sua conversao a PplX. Apds a aplicacao desses agentes precursores,
um tempo suficiente deve ocorrer para que haja penetracéo e conversdao em
porfirinas ativas. No protocolo do MAL, a droga deve ser aplicada por trés
horas e sob oclusdo. No caso do uso do ALA, o protocolo inicial é de 14 a 18
horas®4®4°,

A escolha correta da fonte de luz é de extrema importancia. Embora a
luz azul possibilite ativacdo fotodindmica e penetragcdo suficiente para o
tratamento das QAs superficiais, a luz vermelha oferece maior penetracao
no tecido, sendo mais efetiva nas lesées mais espessas como os CBCs. O
protocolo de tratamento com 5-ALA é feito com fonte de luz azul fluorescente
de 417 nm na dose total de 10 J/cm? enquanto que, com MAL, a fonte de luz
é um LED de 635 nm na dose total de 37 J/cm? 948:4960-62

Os estudos publicados de TFD para tratamento das QAs, envolvem
ALA e MAL. Todas as evidéncias mostram que a TFD € altamente eficaz. A
resposta completa das lesdes com MAL, apos trés meses de seguimento,
mostram 90% de cura e cerca de 89%a 91% para ALA, no mesmo periodo

18:49.54.606166.67  Em recente publicacdo, Tarstedt et al.?’,

de seguimento
observaram que apenas uma sessao de MAL-TFD, repetida trés meses apds

se necessario, era igualmente eficaz e com indice de cura de 92%,
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semelhante ao protocolo inicial. Assim, para o tratamento das QAs com
MAL, preconiza-se apenas uma sessao e, Se necessario, nova sessao apos
trés meses, nos casos de resposta parcial. Cabe ressaltar que sempre se faz
o preparo das lesdes antes da aplicacdo do MAL, ou seja, uma leve
curetagem das lesbes com o intuito de remover as camadas mais

.54, mostraram eficacia entre 87% e

superficiais de queratina. Touma et a
96% no tratamento de QAs submetidas a TFD com 5-ALA em periodo de
incubagao curto de até trés horas. Cabe ressaltar que sempre que se utiliza
uma droga precursora com MAL ou ALA, deve obrigatoriamente, haver um
tempo necessario para ocorrer penetracao e conversao as porfirinas ativas.

Os estudos que comparam TFD com criocirurgia e 5-fluoracil mostram
eficacia no minimo igual ou superior com a TFD. Porém, o resultado
cosmético final obtido com a TFD sempre foi superior em todas as
publicacbes. Os estudos mostram excelente resultados cosméticos entre
91% e 98% dos pacientes tratados®®®%%7,

Em geral a TFD é bem tolerada pelos pacientes, que apresentam
sintomas como dor e queimacao durante o procedimento. Eritema e edema
apresentam-se imediatamente apds e podem permanecer por até sete dias
pds tratamento. Wiegell et al.®® conduziram um estudo com 20 pacientes,
que mostrou que a TFD realizada com MAL foi mais tolerada e menos
dolorosa do que com 5-ALA. Deve-se considerar que o tratamento de uma
Unica lesdo ou pequena area € bem tolerado pela maioria dos pacientes.

Quando se faz o tratamento de lesdes multiplas ou areas extensas em

campo cancerizavel, ocorre muita dor, devendo-se optar por métodos como
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uso de sedacao, bloqueio anestésico ou uso de aparelhos de ar refrigerado
forcado sobre a area tratada.

Dentre as varias opgdes de tratamento, a TFD é, sem duvida, uma
excelente opgao para o tratamento das QAs, sendo altamente seletiva, com
indices de cura altos e oferecendo resultados cosméticos entre bons e
excelentes**®°. Da mesma forma, a TFD pode ser utilizada no tratamento de
multiplas lesdes e em superficies extensas, areas consideradas campos de
cancerizacao.

Na pele, o campo de canceriza¢do inclui alteragdes clinicas e sub-
clinicas com a presenca de QAs e outras alteragcdes como lentigos solares,
distarbios de pigmentacgéo, alteracbes de textura e rugas, xerose e elastose
solar. Conforme abordado anteriormente, trata-se de uma area de pele
fotoexposta, cronicamente danificada com multiplas lesbes de QAs, além
dos outros danos causados pela radiagcdo UV. Dessa forma, cada vez mais
da-se importancia ao tratamento de todo campo, uma vez que, lesdes sub-
clinicas podem sofrer transformagdo para CEC. Assim, as lesdes pré-
malignas estao aparentes em areas danificadas pela acdo da radiagcéo ultra—
violeta (UV) e originam-se de focos disseminados em area exposta’®%"°.

Zane et al.®? avaliaram o uso do MAL e luz continua vermelha (LED
635 nm) no tratamento da pele fotodanificada. Neste estudo, 20 pacientes
foram submetidos a dois tratamentos com MAL em toda face e ocluidos por
trés horas e iluminados com LED continuo de 635 nm. Apds duas sessées,
houve cura das QAs de 89% e reducao consideravel do grau de fotodano

dos pacientes. A avaliacao ecografica da pele mostrou significativo aumento
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da espessura da derme. Contudo, as telangectasias, hiperpigmentacoes e
rugas profundas ndo mostraram resposta significativa®. Tal fato pode ser
explicado uma vez que n&o se utilizou uma fonte de luz pulsada ou laser que
respeitasse o T.R.T. (tempo de relaxamento térmico) do cromoforo. Quando
se utiliza uma fonte de luz continua tem-se o efeito fotoquimico esperado,
porém nao se observa fototermdlise seletiva (observado com LIP e laser).

Orringer et al.”

, em 2008, estudaram as alteracbes moleculares
epidérmicas e dérmicas com TFD e laser pulsado na pele do antebraco de
25 voluntarios com 5-ALA 20% ocluido por trés horas. A avaliacdo das
bidpsias seriadas mostrou aumento da expressado da proteina Ki-67 nos dias
dois e sete apo6s o procedimento. A expressdao da MMP-1 mostrou aumento
no primeiro dia e retornou aos niveis basais em 24 horas. Foi também
observado aumento da expressdo de pro-colageno | e Ill 30 dias apds a
TFD, o que é compativel com a producdo de coldgeno mais tardia. Nesse
estudo, ndo houve mudancga na expressao da proteina TP-53.

Issa et al.”?

, em 2009, observaram aumento da expressdao de MMP 9
com 3 meses e de colageno | com trés e seis meses apos TFD com MAL em
pacientes fotoenvelhecidos com e sem QAs.

Os resultados de estudos pré-clinicos e clinicos com terapia
fotodindmica, em areas extensas de pele que configurem campo de
cancerizagao, sugerem que esse tratamento possa prevenir o aparecimento
de QAs e neoplasias cutaneas nao-melanociticas®**">"8. Um dos fatores

mais importantes envolvidos na prevencdo de cancer de pele nao-

melanocitico é a frequéncia do tratamento’*’®. Ainda ha controvérsias nesse



Revisdo de literatura 57

campo, porém novos protocolos sao necessarios para o real
estabelecimento da TFD na fotoquimioprevengdo em pacientes com
multiplas QAs, no campo de cancerizagcdo. Até o presente momento, o
melhor regime de TFD para a quimioprevencdo é desconhecido, sendo
possivel que haja diferentes protocolos para grupos imunossuprimidos e
imunocompetentes’> 8. A melhor fonte de luz, agente fotossensibilizante,
tempo entre aplicacdo de ALA ou MAL e exposigéo da luz e a melhor dose
de energia ainda s&o parametros a serem estabelecidos na prevencao de

novas QAs e outras neoplasias da pele.



3 OBJETIVOS
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Avaliar a melhora dos parametros clinicos da pele fotoenvelhecida

apos a TFD com Metilaminolevulinato.

Avaliar, através da histopatologia, as caracteristicas da pele no

campo de cancerizagéo antes e apos a TFD.

Estudar as alteracbes no material elastético na derme dos
pacientes tratados com a TFD, através da morfometria

microscédpica digital.

Analisar a expressao da proteina TP-53, MMP-1, pro-colageno | e
Tenascina-C na pele do campo de cancerizagdo antes e apos a

TFD, através da imunohistoquimica.

Relacionar a eficacia de multiplas sessées de TFD e a diminuicédo
da atipia de queratinécitos no campo de cancerizagdo e seu

potencial efeito preventivo na carcinogénese.



4 METODOS



Métodos 61

4.1 Pacientes

No periodo compreendido entre junho de 2008 e julho de 2009, foram
estudados 26 pacientes provenientes do ambulatério de Dermatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo. Do total, 18 pertenciam ao sexo feminino e oito ao sexo masculino.
As idades variaram entre 35 a 90 anos, com média de 59,4 anos.

Os pacientes deveriam apresentar sinais de fotoenvelhecimento na
face e, no minimo, trés lesdes de QA no campo de tratamento, como critério
de inclusdo. Os fototipos de pele, segundo a classificacdo de Fitzpatrick,
variaram entre I-IV. Em todos os pacientes, a area de tratamento foi a face.

Os critérios de excluséo previamente estabelecidos no estudo foram:

> histdria clinica de fotossensibilidade;

» doenca infecciosa ativa;

» tratamento cosmético ou laserterapia na face nos ultimos seis

meses;

> histéria de uso de retindide oral nos ultimos 12 meses antes da

entrada no estudo;

> alergia ao Metilaminolevulinato (MAL) ou componentes do creme

tépico usado no estudo;

> histéria pregressa de queldides;

» imunossupressao;

» alergia a lidocaina;

> gravidez;
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> lactacao; e

» falta de compreensdao ou adesdo dos pacientes ao protocolo

utilizado.

O estudo foi aprovado pelos comités de ética do HCFMUSP
(CAPPesq — Comissao de ética para andlise de projetos de pesquisa-
protocolo 0614/08) e da Universidade de Regensburg na Alemanha
(protocolo 08/043) e pela CONEP (Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa- protocolo 380/2009), sendo que todos os pacientes receberam e

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

4.2 Protocolo de tratamento

Antes do procedimento, toda a face foi limpa com solugao alcodlica de
clorexidine 0,5% e uma curetagem bem leve e superficial (Cureta de 3 mm —
Miltex®, USA) foi realizada nas lesdes de QAs, apenas com a intencéo de
remover as crostas e hiperqueratose das lesdes (Figura 9). Imediatamente
apds, foi aplicada uma camada espessa do creme contendo
Metilaminolevulinato (MAL) 16% (Metvix® - Galderma, Franca) sobre as
lesdes clinicas de QAs e uma fina camada sobre as demais areas da face
sem QAs, excetuando-se, cautelosamente, a area dos olhos, labios e

orificios nasais (Figura 10).
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Figura 9 - Curetagem leve nas lesdes de QAs apenas para a remog¢ao da hiperqueratose

Figura 10 - Aplicagcao do creme Metilaminolevulinato 16% sobre as QAs e em toda face
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Toda a superficie da face foi, entdo, coberta com curativo oclusivo e
opaco (papel filme transparente e papel de alumino) evitando-se, assim,
exposicao a luz (Figura 11). Para cada paciente, foi utilizado, em média, 1,5
tubos de Metvix®, (Galderma, Franga) em toda face, por sessao (cada tubo
contem duas gramas do produto). Apdés um periodo de trés horas sob
oclusao, todo o curativo foi removido e a pele limpa com solucao fisiolégica a

0,9%.

Figura 11 - Curativo oclusivo apos a aplicagao do creme Metilaminolevulinato 16%

Imediatamente ap6s a limpeza da face, o fotodiagndstico com luz de
Wood (espectro azul) foi utilizado para demonstrar a fluorescéncia tipica da

PPIX no campo cancerizavel, como mostra a Figura 12.
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Figura 12 - Fotodiagnéstico do campo de cancerizagdo com Luz de Wood

Toda a superficie da face foi iluminada com um aparelho de LED
(Aktilite® - PhotoCure, Oslo — Noruega) que opera na faixa de luz vermelha
a 635 nm * 3 nm, com dose total de iluminacdo de 37 J/cm?. O aparelho,
que consiste em um painel de 128 lampadas de LED de alta poténcia que
operam com irradiancia variavel entre 50 e 100 mW/cm?, foi posicionado a 5
cm da superficie, sendo que cada hemi-face foi iluminada separadamente,

assegurando-se que toda a area foi completamente iluminada (Figura 13).
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Figura 13 - lluminacdo com aparelho LED (Aktilite® - PhotoCure, Oslo — Noruega) apos a
remocéao do curativo e protecdo ocular

Todos os 26 pacientes foram submetidos a trés sessdes de TFD
conforme acima descrito, em intervalos mensais. Porém, o tempo de
aplicacdo do composto Metvix® (Galderma, Franca) foi reduzido para 90
minutos nas segunda e terceira sessoes.

Durante a iluminacao, utilizou-se um aparelho que emite ar resfriado
forcado (Zimmer®, Elektromedizin Corp — Alemanha). Nenhum outro método
ou droga analgésica foram usados para aliviar a dor dos pacientes neste
estudo. Todos os pacientes foram orientados para ndo se expor a luz solar
por 48 horas apods a sessao de tratamento e a aplicar fotoprotetor trés vezes

ao dia, por sete dias (FPS 50+).
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4.3 Avaliacao clinica

Durante o tratamento, todos os pacientes foram questionados para
avaliarem a intensidade da dor, através de uma escala analoga visual (do
inglés “visual analog scale”), considerando-se 0 (zero) como auséncia de dor
e, 10 (dez) como a dor mais severa”. Os efeitos adversos locais e
sistémicos foram observados durante o tratamento e nas visitas de
seguimento apés a TFD.

A avaliacao clinica foi feita através de fotografias digitais antes do
primeiro tratamento (T0), antes do segundo tratamento (T1), antes do
terceiro tratamento (T2) e trés meses apos a ultima sesséo de TFD (T3). O
grau de severidade do fotoenvelhecimento também foi acessado nas

mesmas visitas e quantificados segundo uma escala de cinco pontos (0 a 4)

|40 |62

baseada nos estudos prévios de Dover et al.™ e Zane et al.”, por dois
médicos dermatologistas ndo envolvidos no presente estudo (Tabela 1).
Todos os pacientes foram avaliados e mensurados para:

» fotoenvelhecimento global da face;

» pigmentagéo difusa;

» rugas finas;

» rugas profundas;

> palidez facial,

> aspereza;

> eritema; e

> telangiectasia.
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O numero de QAs presentes no campo de tratamento também foi

avaliado antes e apds cada sesséo.

Tabela 1- Escala de avaliacdao do fotoenvelhecimento de 5 pontos (adaptado de Dover

et al.®® e Zane et al.*®?)

Fotoenvelhecimento
global da face

0- Pele facial macia ao toque, sem rugas ou alteragdes de pigmentagéo
em quaisquer areas — malar, fronte ou Peri-oral

1- Uma area com aspereza, despigmentagdo (hiper ou
hipopigmentagéao) ou rugas finas.

2- Duas areas com aspereza, despigmentagéo ou rugas finas ou 1
area com aspereza, despigmentagao e rugas finas.

3- Trés areas com aspereza, despigmentacgao ou rugas finas ou 2
areas com aspereza, despigmentacao e rugas finas.

4- Quatro areas com aspereza e despigmentagdoou rugas finas ou 3
areas com aspereza, despigmentacio e rugas finas

Pigmentacao difusa

0- Pigmentacéo normal e uniforme

1- Pequenas areas com discreta hipo ou hiperpigmentagéo

2- Pequenas areas com moderada hipo ou hiperpigmentagao

3- Moderadas areas com moderada hipo ou hiperpigmentagao,grandes
areas com discreta hipoou hiperpigmentacdo ou pequenas areas
com intensa hipo ou hiperpigmentacéo

Eritema facial

0- sem evidéncia de eritema

1- pequenas areas de eritema leve

2- pequenas areas de eritema moderado ou moderadas areas com
eritema leve

3- moderadas areas de eritema, grandes areas de eritema leve ou
pequenas areas de eritema

Telangiectasia

0- sem evidéncia de telangiectasia
1- raras e espagadas

2- algumas e discretas
3-moderadas e préximas

4-muitas e difusas

Rugas finas

0 — sem evidéncia de rugas
1- raras

2- algumas e discretas

3- moderadas e proximas
4- muitas e difusas

Rugas profundas

0- sem evidéncia de rugas profundas

1-superficiais em apenas uma é&rea(fronte, glabela, peri-orbital, naso-
labial)

2-superficiais em mais de uma érea ou moderadas em apenas uma

3-moderadas em mais de uma area ou profunda em apenas um

4-profundas em mais de uma &rea

0 — pele rosada
1- discreta palidez ou amarelamento

Palidez 2- palidez com moderada sugestdo de amarelamento
3- palidez com forte amarelamento
0 —pele macia
1-pele macia com ocasional aspereza

Aspereza 2- aspereza leve

3-apereza moderada
4-aspereza intensa
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4.4 Avaliacao histopatologica e imunohistoquimica

Todos os pacientes foram submetidos a biopsia de pele antes da
primeira sessdo e trés meses apods a ultima. Foi utilizado um instrumento
cilindrico de “punch” de 3 mm (Miltex®, USA) para a sua realizagao, sob
condicbes estéreis, apds anestesia local com lidocaina 1% sem
vasoconstritor (Xylestesin®, Cristalia). O local da bidpsia foi suturado com fio
de monofilamento de Nylon 5-0 (Ethicon, Johnson & Johnson, Brasil). Nos
selecionamos uma area de pele clinicamente normal ao exame
dermatoldgico no campo de cancerizagdo como o local padrdo das bidpsias,
com o intuito de evitar qualquer lesdo de QA. Em todos os 26 pacientes, a
area selecionada foi a pré-auricular, assegurando que a segunda biopsia
sempre fosse realizada a pelo menos 0,5 cm distante da primeira,
eliminando a possibilidade de alteragcées histolégicas secundarias ao
processo cicatricial.

Todo o material proveniente das biopsias foi fixado em formol 10%,
incluido em parafina, cortado em cortes de trés micrometros e corados pela
técnica de Hematoxilina e Eosina (HE). As fibras elasticas também foram
avaliadas neste estudo. As laminas preparadas foram submetidas a
coloracao de Weigert e contra-coradas com a técnica de Van Gieson. Todo o
estudo histopatoldgico foi desenvolvido no laboratério de Dermatopatologia
do Departamento de Dermatologia do HCFMUSP. A combinacédo das duas
coloragdes aumenta o contraste entre as fibras e o plano de fundo do campo

visual, permitindo maior precisdo do estudo morfométrico digital antes e
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apds o tratamento, quantificado através da andlise de imagem (Image-

Proplus versédo 5.1, Media Cybernetics®). As imagens foram avaliadas e os

resultados dos “pixels” selecionados expressos como percentual da area

total analisada. A técnica quantifica a quantidade de material elastético antes

e apods através do uso do software.

As variaveis histoldégicas avaliadas neste presente estudo foram

comparadas antes e apos as trés sessdes de TFD e classificadas de acordo

com a Tabela 2.

Tabela 2 - Variaveis histoldgicas avaliadas no estudo

1-

2-

5-

Espessura da epiderme (mm)

Grau de atipia celular — definida como a intensidade da atipia dos queratinécitos em:
+ (leve)

++ (moderada)

+++ (intensa)

Quantidade da atipia celular — definida como a extensdo do envolvimento da
epiderme em:

1/3 — apenas um terco da epiderme apresenta atipia

2/3 — dois tergos com atipia

3/3 — toda a epiderme apresenta atipia celular

Grau de Elastose - definida como a intensidade do material elastético presente na
derme em:

+ (FIBRILAR)

++ (FIBRILAR e AMORFA)

+++ (AMORFA)

Camada de colageno sub-epidérmico (mm) — definida como:

A medida obtida da camada basal até o aparecimento da elastose solar na derme
superior, observada no campo histolégico.

A andlise imunohistoquimica foi realizada pelo Departamento de

Dermatologia da Universidade de Regensburg, na Alemanha, sob a

supervisao do Prof. Dr. Rolf-Markus Szeimies. Todo material incluido em
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parafina foi submetido a cortes finos de trés micrémetros e estudados para a
expressao das proteinas TP-53, pro-colageno |, MMP-1 e Tenascina-C (Tn-
C). As coloragdes foram feitas simultaneamente, sob as mesmas condic¢oes,
com os seguintes anticorpos e suas respectivas diluicoes: - Anti-TP-53 (TP-
53, Dako- Glostrup, Dinamarca, diluicdo 1:100); - Anti-Pré6 — Colageno |
(Procollagen-I, Abcam — Cambridge, Reino Unido, diluicdo 1:100); - Anti-
MMP-1 ( MMP-1, Imgenex — Sorrento Valley, CA, Estados Unidos, diluicao
1:25); - anti-Tenacina-C (Tenacin-C, Biohit- Helsinki, Finlandia, diluicdo
1:400). O método utilizado para a mensuracdo foi a morfometria
microscopica digital, o mesmo para material elastotico acima descrito e, o
programa, Image-ProPlus versdo 5.1, Media Cybernetics®). As imagens
foram avaliadas e os resultados dos “pixels” selecionados expressos como
percentual da &rea total analisada. A técnica faz uma andlise objetiva e
quantifica a expressédo dos reagentes especificos estudados antes e apos a

TFD, através do uso do software.

4.5 Analise estatistica

Todos os dados obtidos neste estudo foram primeiramente testados
sob a hipbétese da distribuicdo normal usando o teste Kolmogorov-Smirnov.
Os resultados clinicos e histopatoldégicos foram comparados com o teste
estatistico ndo-paramétrico de Wilcoxon. Os resultados imunohistoquimicos

foram comparados pelo teste paramétrico de t de Student. Da mesma forma,
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para a mensuracdo do material elastético, o teste paramétrico de t de
Student foi empregado. Os testes de correlacdo nao-paramétricos de
Spearman e Pearson foram também empregados para a determinagcédo do
grau de associacdo dos achados histopatolégicos e imunohistoquimicos.
Valores estatisticamente significativos foram considerados quando p< 0,05.
Todos os dados foram avaliados no programa PASW Statistics 18 para

Windows.



5 RESULTADOS
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5.1 Avaliacao clinica

Todos os vinte e seis pacientes completaram o estudo. Durante a
iluminacdo com LED e com uso de ar resfriado forgcado, os pacientes
toleraram bem a dor, sendo que as notas variaram entre trés e sete com
valor médio de 4,4, segundo a escala visual adotada (VAS)”®. Em geral,
duas etapas de iluminagdo foram suficientes para tratar homogeneamente
toda a face. Porém, em alguns casos de mdultiplas QAs na regido frontal,
foram realizadas trés etapas de iluminagéo, assegurando que nenhuma area
tivesse sido sub-tratada. Em nenhum momento houve necessidade de
interrupgdo do tratamento ou fracionamento da iluminagdo. Como ja
esperado, os efeitos adversos mais comuns foram eritema e edema (Figura
14). O tempo médio para resolugdo desses efeitos foram de cinco dias.
Erosbes e crostas foram observados nos locais onde as QAs estavam
presentes e se resolveram em até sete dias (Figura 15). Nao foram
observadas infecgbes secundérias. Também n&o foram evidenciados efeitos
colaterais sistémicos ou disturbios de pigmentacédo e de cicatrizacdo até o

final do estudo.
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Figura 14 - Eritema e edema imediatamente apds a iluminagdo com LED (Aktilite® -
PhotoCure, Oslo — Noruega)

Figura 15 - Quinto dia apdés a TFD. Observar as crostas e descamagao como parte da
resolugcéo do processo
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As variaveis clinicas utilizadas para a avaliagdo do
fotoenvelhecimento da face foram previamente mencionadas e mensuradas
antes e apos por dois dermatologistas ndo envolvidos com o estudo,
conforme anteriormente citado. Todos os resultados referentes aos
parametros clinicos estdo dispostos na Tabela 3. A avaliagdo do indice de
fotoenvelhecimento global da face melhorou, apresentando valor de 3,08 +
0,74 em TO (pré-tratamento), 2,54 + 0,74 em T1 (antes da segunda sessao),
1,88+0,71 em T2 (antes da terceira sessao) e 1,85 = 0,67 em T3 (38 meses
apos a terceira sessao de TFD). A diminuigdo dos valores mostra reducao
da severidade do fotodano global da face, conforme pode ser observado na
Figura 16. Da mesma forma, os indices para rugas finas, pigmentacao
difusa, palidez, aspereza, eritema facial e telangiectasias também
melhoraram (Figura 16). O parametro clinico “rugas finas” mostrou valor
inicial de 2,96 £ 1,04 em TO (antes do tratamento), diminuindo para 2,81 %
1,13em T1,262 + 1,17 em T2 e 2,62 + 1,17 em T3. Da mesma forma, a
diminuicdo dos valores retrata a melhora do parédmetro estudado. A
avaliacao do indice para “pigmentacéao difusa” inicial era 2,23 + 0,71 em TO,
2,04 +£0,77em T1,1,54 £ 0,71 em T2 e 1,54 £ 0,71 em T3. Este parametro
clinico, apresentando diminui¢do dos valores, também melhorou com a TFD.
O indice inicial para “palidez facial” era 1,62 + 0,64 em TO0, 1,35 + 0,75 em
T1,0,85 £ 0,67 em T2 € 0,81 £ 0,63 em T3. A gradual diminuicdo das notas
observada também é condizente com a melhora do parametro. A avaliacao
inicial do indice de “aspereza” era 2,35 = 0,94 em TO, diminuindo para 1,23 *

0,82em T1,0,85+0,78 em T2 e 0,81 £ 0,75 em T3. Esses valores também
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revelam melhora do parametro. A avaliagdo do indice para “eritema facial’
era 1,69 £0,62em T0, 1,69 £ 0,62em T1, 1,27 £+ 0,45em T2 e 1,12 + 0,33
em T3. Neste parametro estudado, a queda nos valores foi maior no periodo
compreendido entre a terceira sessdo de TFD (T2) e a avaliagdo final 3
meses apods (T3). A avaliacdo do indice para “telangiectasias” era 1,8110,75
em T0, 1,81 + 0,75 em T1, 1,38 + 0,57 em T2 e 1,31 + 0,55 em T3. Da
mesma forma que no parametro “eritema facial”’, as telangiectasias também
mostraram maior reducdo nos valores entre T2 (antes do terceiro
tratamento) e T3 (irés meses apos o terceiro tratamento). O teste nao-
paramétrico de Wilcoxon mostrou uma diferenca estatisticamente
significante entre os indices em TO e T3 e entre T1 e T2 para todas as
variaveis estudadas. Interessante notar que nao foi observada diferenca
estatistica entre T2 e T3 para as variaveis mencionadas, exceto para eritema
facial, que melhorou entre T2 e T3 (p = 0,046) (Figura 16). Nao houve
diferenca estatisticamente significante para a variavel clinica rugas
profundas, embora pequena melhora tenha sido observada (indice em TO
3,35 +0,89, em T1 3,35 £ 0,89, em T2 3,35 + 0,89 e em T3 3,31 + 0,88)

(Tabela 3 e Figura 16).
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Tabela 3 - Descricdo das variaveis clinicas. Na coluna “média” estdo dispostos os
valores médios de cada parametro avaliado antes e apos cada tratamento. Tx =
tratamento

Variavel clinica Média Mediana 5:;:’;3 Minimo  Maximo
Fotoenvelhecimento global pré 3,08 3,0 0,74 2,0 4,0
_?;Jgoenvelhecimento global apés 254 25 0,71 1,0 40
_I;;Jtzoenvelhecimento global apés 1,88 2.0 0,71 1.0 3.0
ggéose_zrr;\éelhecimento global 1,85 2.0 0,67 1.0 3.0
‘Rugas finaspré 296 30 104 10 40
Rugas finasapo6s Tx1 2,81 3,0 1,13 1,0 4,0
Rugas finas ap6sTx2 2,62 3,0 1,17 1,0 4,0
Rugas finas ap6sTx3 2,62 3,0 1,17 1,0 4,0
Pigmentagdo difusapré | 223 20 071 10 30
Pigmentacao difusa apds Tx1 2,04 2,0 0,77 1,0 3,0
Pigmentagéo difusa Tx2 1,54 1,0 0,71 1,0 3,0
Pigmentacao difusa apds Tx3 1,54 1,0 0,71 1,0 3,0
‘Palidezpre 162 20 064 10 30
Palidez apés Tx1 1,35 1,0 0,75 0,0 3,0
Palidez ap6s Tx2 0,85 1,0 0,67 0,0 2,0
Palidez ap6s Tx3 0,81 1,0 0,63 0,0 2,0
‘Asperezapré 235 25 094 10 40
Aspereza apés Tx1 1,23 1,0 0,82 0,0 3,0
Aspereza apés Tx2 0,85 1,0 0,78 0,0 3,0
Aspereza apos Tx3 0,81 1,0 0,75 0,0 3,0
‘Rugas profundas pré | 335 35 089 00 40
Rugas profundas apés Tx1 3,35 3,5 0,89 0,0 4,0
Rugas profundas apés Tx2 3,35 3,5 0,89 0,0 4,0
Rugas profundas apés Tx3 3,31 3,0 0,88 0,0 4,0
‘Eritema facialpre 169 20 062 10 30
Eritema facial ap6s Tx1 1,69 2,0 0,62 1,0 3,0
Eritema facial apds Tx2 1,27 1,0 0,45 1,0 2,0
Eritema facial apds Tx3 1,12 1,0 0,33 1,0 2,0
Telangiectasiapré 18 20 075 00 30
Telangiectasia apo6s Tx1 1,81 2,0 0,75 0,0 3,0
Telangiectasia ap6s Tx2 1,38 1,0 0,57 0,0 2,0

Telangiectasia ap6s Tx3 1,31 1,0 0,55 0,0 2,0
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=== Fotoenvelhecimento global
3,507 === Rugas finas
== Pigmentagdo difusa
=== Aspereza
Rugas profundas
Eritema facial
3,007 Telangiectasia
Palidez
2,50
8
3 2,00
=
1,50
1,00
0,50
T T T T
Antes T T2 T3
Tratamento
Variavel antes-T3 T1-T2 T2-T3
p-valor p-valor p-valor
Fotoenvelhecimento global <0,001 <0,001 0,317
Rugas finas 0,003 0,025 1,000
Pigmentacao difusa <0,001 <0,001 1,000
Palidez <0,001 <0,001 0,317
Aspereza <0,001 0,002 0,317
Rugas profundas 0,317 1,000 0,317
Eritema facial <0,001 0,002 0,046
Telangiectasia 0,002 0,001 0,157

Teste de Wilcoxon p < 0,05

Figura 16 - Valores estatisticos entre os tratamentos e seus indices de melhora clinica
(fotoenvelhecimento global, rugas superficiais, pigmentagdo difusa, aspereza, rugas profundas,
eritema facial, telangiectasia, palidez). Notar a diminuicdo entre os valores iniciais e finais para todos
os parametros clinicos estudados, com excegéo de “rugas profundas”. Entre T2 e T3, somente houve
diferencga estatisticamente significante para o parametro “eritema facial”

O numero total de QAs (contagem de lesdes todos os 26 pacientes)
antes do tratamento, em T0, era 268. Em T1, ou seja 30 (trinta) dias apo6s a
realizacdo da primeira sessao de TFD, o numero total diminuiu para 67, com

indice de resposta de 75%. Trinta dias apds a segunda sessdo em T2, 39

QAs foram observadas, com indice de resposta de 85,4%. Em T3 (irés
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meses apos a terceira sessdo), 28 QAs foram observadas, com indice de
resposta de 89,5% (Figura 17). Porém, ndo se observou diferenga
expressiva entre T2 e T3, o que mostra que trés sessdes de TFD nao foi
superior a duas. Do total de 26 pacientes, 16 ndao apresentavam nenhuma
lesdo clinica de QA ao final do estudo, sendo que 10 ainda apresentavam

alguma lesao.

o QA - Queratose actinica

250

N
o
o

[EEN
vl
o

QAs

[EEN
o
o

vl
o

Numero de QAs (queratose actinica)

o

Antes T1 T2 T3

Figura 17 - Nimero de QAs (contagem de todas as lesdées) em TO, T1, T2 e T3. Ha diminuigao
do numero das lesdes ap6s a TFD. O numero total inicial era de 268 QAs e, apds trés sessdes
de TFD, diminuiu para 28, com indice de remissao final de 89,5%. Notar que a remissao foi mais
expressiva entre TO (antes do tratamento) e T1 e T2. A terceira sessdo de TFD praticamente néo
mostra remissdo expressiva das QAs

As Figuras 18, 19, 20 e 21 ilustram as melhoras clinicas observadas

antes e apos a TFD.
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Figura 18 — Paciente JS. Melhora clinica da pele do campo de cancerizagao apés a TFD
(direita). Observe a melhora do envelhecimento global da face, assim como acentuada
diminuicdo das QAs no campo

Figura 19 - Paciente LRV. Melhora clinica da pele tratada com a TFD (direita), com
diminuicao das lesdes de QAs e atenuacao das rugas finas no campo
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Figura 20 - Paciente RM. Melhora clinica do parametro “telangiectasias” ap6s a TFD
(direita)

Figura 21 - Paciente AC. Rejuvenescimento facial apés a TFD (direita) com acentuada
diminui¢cdo das QAs no campo tratado
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5.2 Avaliacao histopatologica

Todos o0s pacientes mostraram significativas alteragcbes nos
parametros histopatoldgicos estudados apdés a TFD com MAL (Tabela 4). A
avaliacado do “grau de atipia” mostrou melhora de 1,46 £ 0,58 em TO (antes
da TFD) para 0,69 + 0,47 em T3, ou seja, trés meses apods a ultima sessao

de tratamento, quando a bidpsia final foi realizada (p < 0,001) (Figura 22).
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Figura 22 - Fotomicrografia da pele do campo de cancerizagao antes (esquerda) e apds
(direita) a TFD. A epiderme mostra diminuicdo da intensidade da atipia celular e de sua
extensdo. H.E. 400x
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Tabela 4 - Medidas histoldgicas referentes as variaveis sao apresentadas

< s . Desvio . .
Variavel Média Mediana padrio Minimo Maximo
Grau de atipia pré 1,46 1,00 0,58 1,00 3,00
Grau de atipia apos 0,69 1,00 0,47 0 1,00
Quantidade de atipia pré 0,49 0,33 0,19 0,33 1,00
Quantidade de atipia apds 0,26 0,33 0,20 0 0,67
Espessura da epiderme pré 0,08 0,08 0,02 0,04 0,10
(mm)

Espessura da epiderme

apés (mm) 0,07 0,08 0,02 0,03 0,11
Grau de elastose pré 1,77 2,00 0,65 1,00 3,00
Grau de elastose apoés 1,38 1,00 0,64 1,00 3,00
Camada de colageno sub-

epidérmica (mm) 0,04 0,03 0,05 0,01 0,30
Camada de colageno sub- 017 0,06 0.43 0,01 225

epidérmica (mm)

Nota: Observa-se que o grau de atipia pré tratamento é maior que o grau de atipia apds o tratamento.
Da mesma forma, os valores para “quantidade de atipia” e “grau de elastose” também diminuiram com
o tratamento. A variavel “camada de colageno sub-epidérmica” mostrou aumento apos a TFD. As
variaveis “espessura da epiderme” e “camada de colageno sub-epidérmica” foram medidas em mm

Da mesma forma, o parametro “quantidade de atipia” também
melhorou com reducgdo de 0,49 + 0,19 em TO para 0,26 = 0,20 em T3
(p < 0,001) (Figuras 22 e 23). O parametro “espessura da epiderme” era
0,08 + 0,02 em TO e 0,07+0,02 em T3, ndo sendo observada diferenca
estatisticamente significante (p = 0,214). A avaliagcdo do “grau de elastose”
melhorou, com reducéo do indice de 1,77 + 0,65 em TO para 1,38 + 0,64
apos trés meses em T3 (p = 0,002). A avaliacao histopatolégica permitiu
evidenciar que houve nitida diminuicdo das massas de fibras elasticas

amorfas e aumento de fibras fibrilares apds as sessbes de TFD (Figuras 23
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e 24). O parametro “camada de colageno sub-epidérmica” demonstrou um
significante aumento no indice de 0,04 + 0,05 em TO para 0,17 £ 0,43 em T3
(p = 0,001). Esse aumento reflete nova deposigdo de colageno na derme
apés a TFD (Figuras 23 e 25). O teste ndo-paramétrico de Wilcoxon mostrou
diferenga estatisticamente significante para todas as variaveis histologicas

com excecao da espessura da epiderme (Figura 26).
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Figura 23 - Fotomicrografia do campo de cancerizacdo antes (esquerda) e apés (direita) a
TFD. Observar reestruturacdo da epiderme, neo-formacao de colageno na camada sub-
epidérmica, diminuigdo da elastose e dos vasos sanguineos dilatados na derme superior.
H.E. 200x
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Pré Pos
Figura 24 - Fotomicrografia do campo de cancerizacdo antes (esquerda) e apds (direita) a

TFD. Observar diminuicdo do material elastético na derme superior e média ap6s a TFD.
Coloracao de Weigert contra-corada com a técnica de Van Gieson. 40x

Figura 25 - Fotomicrografia apés a TFD. Observar as fibras coldgenas abaixo da membrana
basal epidérmica assim como na derme superior. H.E. 200x
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e ‘grau de atipia
2 (0 = quantidade de atipia
== espessura epidérmica
= elastose
camada de colageno sub-epidérmic:a_
1,50
Media
1,00
01,50
00,00
T 1
T0 T3
Tratamemnto
Variaveis Valor de p
Grau de atipia <0,001
Quantidade de atipia <0,001
Espessura epidérmica 0,214
Elastose 0,002
Camada de colageno sub-epidérmica 0,001

Teste de Wilcoxon p< 0,05

Figura 26 - Varidveis histolégicas avaliadas no estudo. Com excegdo da variavel
“espessura epidérmica”, todas as outras varidveis apresentaram melhora significativa apds
aTFD

Baseado no coeficiente de correlacdo de Spearman, observamos uma
correlacdo positiva entre as variaveis “grau de atipia” e “quantidade de
atipia”. Em TO, ou seja, pré TFD os indices para as duas variaveis eram
correlatos (p = 0,028). Ja em T3, apds os multiplos tratamentos, a correlacao

foi ainda mais evidente (p < 0,001). Isso demonstra que ha uma paridade

entre as variaveis, ou seja, quando uma melhora a outra também melhora.
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O estudo morfométrico digital do material elastético foi quantificado
pela andlise de imagem através do programa Image-ProPlus versao 5.1,
Media Cybernetics® (Figura 19). Em TO, ou seja, pré tratamento o indice era
12,93 + 2,40 e diminuiu para 7,35 + 1,44 em T3, caracterizando uma nitida
diminuicdo da quantidade de material elastético depositado na derme apds
as sessbes de TFD (p = 0,013, teste tde Student) (Figura 27). Para se evitar
erros na interpretagdo das mensuragdes, foram tomadas trés medidas das
areas analisadas no programa Image-ProPlus, antes e apds o tratamento e

submetidos a analise estatistica.

13,00

12,00

11,007

10,00

Media

9,00

8,00

7,007

T
Antes Depois

Tratamento
Tratamento média (DP) 1C(95%) Valor de p
Antes e apos 5,58 (10,64) 1,28-9,87 0,013

DP: Desvio padrao; IC(95%): Intervalo de confianga de 95% para a média.

Figura 27 - Material elastético antes e apds o tratamento com TFD. Observa-se uma
diminuigcao expressiva do valor obtido através da morfometria digital microscopica
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5.3 Avaliacao imunohistoquimica

A avaliacdo imunohistoquimica do presente estudo foi feita com os
marcadores para TP-53, MMP-1, pr6-colageno | e Tenascina-C. A técnica
utilizada foi previamente descrita e 0 método para a mensuracao foi a
morfometria microscopica digital, o0 mesmo para material elastético acima
descrito e, o programa, Image-ProPlus versado 5.1, Media Cybernetics®. As
imagens foram avaliadas e os resultados dos “pixels” selecionados
expressos como percentual da area total analisada. A técnica faz uma
analise objetiva e quantifica a expressdao dos reagentes especificos
estudados antes e apds a TFD, através do uso do software. Os resultados

de todos os marcadores estao dispostos na Figura 28 e nas Tabelas 5 e 6.

8.5 == pri-coligeno |
= MMP-1
T TP-A3
5,0 -
Tenascina C
5.571
5,0
4,571
w40
=
o
= 3,54
3.0
2.5
2,01 /
1.5

Tratamento

Figura 28 - Expressédo dos marcadores pré- colageno I, MMP- 1, TP53 e Tenascina C antes
e depois do tratamento nos pacientes com campo de cancerizagao
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Tabela 5 - Caracteristicas dos marcadores pro-colageno I, MMP-1, TP-53 e Tenascina-
C nos pacientes com campo de cancerizacao

Média . . . Testede o
Marcador Tratamento (DP) Mediana  Minimo  Maximo normalidade
Valor de p

Pro-colageno | Pré 3,97 (4,88) 1,77 0,22 20,24 0,093
Pés 4,05 (5,06) 3,00 0,30 25,39 0,072
MMP -1 Pré 1,56 (0,97) 1,44 0,16 3,56 0,794
Pés 1,97 (1,09) 1,85 0,58 4,75 0,693
TP-53 Pré 5,64 (3,63) 4,71 0,52 12,94 0,251
Pés 5,44 (3,14) 4,84 1,31 11,47 0,505
Tenascina C Pré 1,99 (1,51) 1,61 0,17 5,78 0,395
Pés 3,46 (3,31) 2,63 0,23 15,16 0,262

MMP-1: metaloproteinase 1

Tabela 6 - Comparacao antes e apds tratamento para as medidas dos marcadores pro-

colageno I, MMP-1, TP-53 e Tenascina C

Intervalo de confianca

Marcador Tratamento  Média (DP) de 95% para a média ;?eS;Z;;« Valor de p
da diferenca P

Pro colageno | Pré - Pos -0,08 (6,57) -2,73; 2,58 -0,06 0,4769

MMP- 1 Pré - Pés -0,41 (1,45) -1,00; 0,17 -1,45 0,0801

TP-53 Pré - Pés 0,19 (4,85) -1,76; 2,15 0,21 0,5804

Tenascina C Pré - Pés 1,47 (3,60) 0,01;2,93 2,08 0,0240

MMP-1: metaloproteinase 1

A avaliagdo do marcador TP-53 mostrou valor inicial pré-tratamento

de 5,64 + 3,63 e reducao para 5,44 + 3,14 na bidpsia final, trés meses apds

a ultima sessao de TFD. Esse resultado, embora mostre uma reducao do

valor médio do marcador, ndo foi estatisticamente significante (p = 0,5804).

Mesmo n&o havendo diferenga estatisticamente significativa para o

marcador TP-53, 14 dos 26 pacientes estudados, mostraram diminui¢cdo da

expressao da proteina, sendo um dado relevante em nosso estudo (Figura

29). Interessante observar que, através do teste de correlacao de Pearson,
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houve correlagdo positiva significativa entre o parédmetro histologico
“‘quantidade de atipia” e expressdo de TP-53 pré-tratamento, ou seja, maior
quantidade de atipia correlacionava-se com maior expressao da proteina
TP-53 (p = 0,002), como mostra a Figura 30. A mesma correlagdo apés o
tratamento néo foi observada, embora houvesse semelhanca de resultados

(p = 0,07).

¢ ... ¥ ‘m& y Xl : N ? e ‘»
Figura 29 - Paciente J.T. Fotomicrografia da pele do campo cancerizavel antes (esquerda)
e apos (direita) mostrando a diminuigao da expressao imunohistoquimica de TP-53 apoés a

TFD. 200x

12,57

10,0

TP-53
757

L ]

5,01

2,57

0,0

T T T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00

Quantidade de atipia
Figura 30 - Relacdo positiva entre o pardmetro histopatolégico “quantidade de atipia” e
TP53 pré-tratamento, através do teste de correlagdo de Pearson (p = 0,002)
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A expressdo de MMP-1, embora tivesse aumentado apds o
tratamento, também ndo mostrou alteracdo estatisticamente significativa. O
valor inicial, pré-tratamento foi 1,56 + 0,97 e aumentou para 1,97 £ 1,09 ao
final do tratamento (p = 0,08). Esse aumento foi identificado em 12 dos 26
pacientes tratados com TFD (Figura 31). Através do teste de correlagao de
Spearman, houve correlagdo linear negativa entre “grau de elastose” e
expressdao de MMP-1, ap6s o tratamento (Figura 32). Isso significa que um
aumento da expressdo da MMP-1 correlacionava-se com diminuicdo do

parametro histopatolégico “grau de elastose” (p = 0,033).
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Figura 31 - Paciente AMA. Fotomicrografia do campo cahcerizével antes (esquerda) e apds (direita)
mostrando 0 aumento da expressado da MMP-1 apo6s a TFD. 100x
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Para o marcador pro-colageno |, o valor médio inicial era 3,97 + 4,88
e o valor final de 4,05 + 5,06. Também ndo se observou diferenga
estatisticamente significativa para esse marcador, porém 14 dos 26
pacientes tiveram aumento da expressao para pro-colageno | (p = 0,4769)
(Figura 383). J& para o marcador Tenascina-C observamos um aumento
significativo da sua expressado apos o tratamento (p = 0,024) (Figura 34). O
valor médio inicial foi 1,99 = 1,51 e o valor final de 3,46 + 3,31 (Tabela 6). A
expressao da glicoproteina Tenascina-C, no adulto, é limitada e pode ocorrer
no tecido muscular e esquelético, em processos de reparagéo tecidual e nas
lesbes de QA e CEC. Ressaltamos que as biopsias foram feitas em pele

“clinicamente normal”, dentro do campo de cancerizagao.
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Figura 33 - Paciente MT3: Fatomicrografia do campo cancerizavel ahtes (esquerda)-e apés
(direita) mostrando o aumento da expressao do marcador pro-colageno | apos a TFD. 200x
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Figura 34 - Paciente VP. Fotomi.crografia do campo cancerizavel antes (esquerda) e apds
(direita) mostrando o aumento da expressdo do marcardor Tenascina-C apos a TFD. 200x
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O conceito de campo de cancerizagao sugere que agrupamentos de
células mutadas estdo frequentemente, sendo sempre, presentes
envolvendo as lesdes de QA estabelecidas. Campos contiguos de
queratindcitos mutados ja foram observados neste territério cancerizavel e
apresentam origem clonal comum, conforme visto anteriormente’'°.

Embora a TFD no tratamento das QAs e também do
fotoenvelhecimento tenha sido extensivamente estudada, o seu emprego
bem orientado em dermatologia € relativamente novo. A despeito de varios
artigos publicados de TFD para envelhecimento induzido pela radiagdo UV
com relatos de melhora clinica, pouco ainda se conhece sobre as alteragdes
histopatoldégicas e moleculares que ocorrem na pele em resposta ao
tratamento. Menos ainda sobre o real papel da TFD no campo de
cancerizacdo, onde poucos dados quantitativos, em seres humanos, estao
disponiveis para suportar o0 seu uso, até o presente momento.

Em nosso estudo, vinte e seis pacientes com multiplas QAs na face e
sinais clinicos evidentes de fotoenvelhecimento completaram o protocolo de
3 sessdes de TFD com MAL. O tratamento foi bem tolerado pelos pacientes
embora existam varios relatos de dor relativamente intensa nos pacientes
gue se submetem a esse tratamento. No nosso resultado, o indice médio de
dor foi de 4,4 segundo a escala de VAS adotada. Isso significa um bom grau
de tolerabilidade por parte dos individuos que incluidos no estudo. A maior
nota observada foi 7, referente aos pacientes que apresentavam multiplas
QAs e grau de fotodano mais evidente. Isso pode ser atribuido a maior

captacdo de MAL pelas células pré-neoplasicas do campo cancerizavel e
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sua maior conversao a PPIX. Observamos também que, quanto mais QAs
estavam presentes no campo, tdo maiores eram os efeitos adversos de
eritema e edema no periodo de pés- imediato. Esses efeitos adversos eram
bem tolerados e resolveram-se, em meédia, em cinco dias. Também erosdes
e crostas estavam presentes na fase resolutiva do processo inflamatério
gerado pela TFD, principalmente nos casos com fotodano mais severo.
Esses efeitos adversos resolveram-se em até sete dias, conforme
previamente mencionados. Todos esses resultados estdo de acordo com o0s
estudos previamente realizados no tratamento de QAs com TFD, seja com
5-ALA ou MAL®48:49:53.54.57.59.6062.66.67 |ntaressante observar que os estudos
conduzidos com 5-ALA com periodo de incubagcao menor (entre 30 minutos
e 3 horas) mostram menor indice de dor por parte dos pacientes. Também,
quando utilizada fonte de luz pulsada, seja laser ou luz intensa pulsada, o
indice de dor sempre era menor e os efeitos colaterais, também, menores.
Porém cabe ressaltar, que o uso de ALA ou MAL em periodos de incubagéo
menores promovem menor tempo de absor¢ao da droga, assim como menor
conversdo a PPIX. Na presenca de fonte de luz pulsada, ha menor atividade
fotodindamica e, portanto menor dor. Da mesma forma, o uso de laser
pulsado ou luz intensa pulsada, promove uma irradiagdo muito rapida da
area afetada, embora os niveis de fluéncia sejam relativamente altos®="
98082 0 uso de LED ou lampada halégena ndo-coerente e continua
promove maior ativacao fotodindmica e permite maior e mais homogéneo
grau de “photobleaching” ou consumo maior da PPIX durante a sessao de

TFD. Isso gera mais ROS e maior eficacia terapéutica, principalmente no
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tratamento das QAs. Em um estudo por nés publicado em 2005, pacientes
com multiplas QAs e fotodano foram submetidos a TFD com 5-ALA t6pico na
concentragao de 20% e periodo de incubacdo de quatro horas, seguido por
irradiagcdo com luz intensa pulsada em toda face. Apds dois tratamentos,
todas as QAs tiveram completa resolugdo, assim como houve uma
consideravel melhora da severidade do fotodano. Porém, seis meses apos,
houve recidiva clinica de varias lesées de QAs, quando comparados com as
fotografias pré-tratamento. A histopatologia revelou melhora do grau de
severidade do fotodano e deposicdo de novo colageno na derme papilar®.
Porém, a despeito da concluséo ter mostrado que o emprego da luz intensa
pulsada na TFD fosse de grande valor, os autores colocaram grande
preocupacao na eficacia do método para o tratamento das QAs, uma vez
que se trata ndo de lesdo estética, mas sim, de lesdo potencialmente
maligna, ou até maligna, segundo alguns autores®®,

A resposta clinica das QAs com TFD esta bem estabelecida na
literatura®®>®°. Existem, certamente, diferencas nos diversos protocolos em
relacdo ao tipo de droga usada, tempo de incubacéo, veiculo, fonte de luz,
dose e irradiancia da fonte de luz, preparo ou ndo das lesées, etc. Cabe
ressaltar que, o preparo prévio das lesdes, ou seja, uma leve curetagem sem
sangramento, suficiente para a remocéao das crostas e/ou hiperqueratose e a
aplicacado correta da droga sobre as mesmas sdo de extrema importancia
para o indice de cura das QAs. Da mesma forma, chamamos a atencao para
o tempo de incubacao assim como a dose de luz corretamente aplicadas

durante a sessé@o de TFD. No nosso estudo, tivemos o cuidado de preparar
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corretamente todas as lesdes, assim como irradiar toda a superficie
cancerizavel de maneira bem uniforme, assegurando que toda a face fosse
tratada igualmente. Em geral, duas etapas de iluminagdo foram suficientes
para tratar homogeneamente toda a face. Porém, em alguns casos de
multiplas QAs na regido frontal, foram realizadas trés etapas de iluminagao,
assegurando que nenhuma éarea tivesse sido sub-tratada. Esse dado pratico
€ extensamente aplicado nos manuais e guias de aplicacdo da TFD em
Dermatologia®.

Braathen et al.%®, em 2008, conduziram um estudo para avaliar o
tempo de incubagédo da droga MAL nas queratoses actinicas. Neste estudo
um grupo de pacientes foi submetido ao protocolo original com trés horas de
incubacao, seguido de irradiacdo com fonte continua e ndo coerente de luz
vermelha (570-670 nm). O outro grupo foi submetido ao mesmo protocolo,
porém, com periodo de incubagdo de uma hora apenas. Apds trés meses,
houve resposta completa de 96% e 87% para as les6es de QAs finas e
moderadamente espessas, respectivamente, no grupo de trés horas. No
grupo de uma hora, as respostas completas foram 78% e 74%,
respectivamente. Em um seguimento de 12 meses, o indice de recorréncia
foi de 17% para o grupo de trés horas e de 19% para o grupo de uma hora.
Os autores concluiram que, para lesdes selecionadas e com preparo prévio,
ou seja, curetagem, o tempo de incubacdo de uma hora pode ser suficiente
para a cura das lesdes de QAs®°.

Em nosso protocolo, conforme mencionado anteriormente, foram

realizadas trés sessoes de TFD com MAL com intervalo mensal nos 26
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pacientes estudados. A primeira sessdo foi realizada com tempo de
incubacdo da droga de trés horas. As demais sessOes foram feitas com
tempo de incubacao reduzido de 90 minutos, baseado nos resultados do
estudo de Braathen et al.®. Considerando essa reducéo, o tratamento pode
ser mais rapido e, também, um pouco menos dolorido (experiéncia do autor).
Cabe ressaltar que 90 minutos de incubagdo para lesdes finas e
remanescentes apos o primeiro tratamento nao configura um tempo curto de
incubagédo, mas sim, um periodo suficiente para absor¢do da droga e sua
conversao a PPIX.

Em relagdo ao numero de lesdées de QAs no campo de cancerizagao,
observamos uma diminuicdo expressiva logo apds a primeira sessdo de
TFD. Adotamos o critério de contagem total das lesbes em todos os
pacientes. Assim houve resposta completa de 75% das QAs apds uma unica
sessdo de TFD. Apéds a segunda sessdo, a resposta foi de 85,4% e, apds a
terceira sessao, a resposta completa foi de 89,5%. Ao final, dos 26 pacientes
estudados, 10 ainda apresentavam alguma QA (valor total pré-tratamento de
268 lesoes e valor final em T3 de 28 QAs) (Figura 17). Nossos resultados
estdo em conformidade com todos os estudos clinicos de TFD seja com
MAL ou 5-ALA®48:49.53:54.6061,6667.69.8385 Nq estudo que mais se assemelha

ao nosso protocolo, Zane et al.??

observaram resposta completa de 71,5%
apods a primeira sessao e de 88,3% apds duas sessoes.

Recentemente, Kleinpenning et al.?® avaliaram a eficacia da TFD com
MAL nas lesdes de QAs em pacientes com graus de fotodano moderado e

severo na face e couro cabeludo. Neste estudo, 14 pacientes com numero
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total de QAs de 223 na face e couro cabeludo foram submetidos a dois
tratamentos com MAL e TFD em intervalo de trés meses entre as sessoes.
Os autores definiram grau moderado quando os individuos apresentavam,
em média, 10 a 12 QAs por paciente. Acima deste valor, os pacientes eram
classificados como grau severo de fotodano. Trés meses apds a segunda
sessdo os pacientes foram avaliados e os autores observaram uma melhora
expressiva na severidade do fotoenvelhecimento global da face. O indice
geral de cura das lesbes apds uma sessao foi de 54,7% e de 61,9% apds
duas sessbes. Redugdo completa das QAs foi observada apenas nos
pacientes com fotodano moderado e resolugcdo parcial das QAs nos
pacientes com fotodano severo. Nenhum paciente, que teve resposta
completa, apresentou recidiva ou novas lesdes no periodo do estudo, de até
seis meses de seguimento. Os autores concluiram que um maior numero de
sessOes talvez seja necessario para tratar eficazmente os pacientes com
acentuado fotodano e QAs®,

Apalla et al.®’

, em 2010, avaliaram o potencial efeito preventivo da
TFD com 5-ALA tépico no surgimento de novas QAs no campo de
cancerizacdo de pacientes imunocompetentes. Neste estudo, pacientes
portadores de multiplas QAs na face e couro cabeludo foram randomizados
para receber tratamento com 5-ALA ou placebo- TFD e acompanhados por
um ano. ApOs apenas uma unica sessao, o numero de novas lesbes nas
areas tratadas com placebo foi mais que o dobro, quando comparados ao

lado tratado com 5-ALA e TFD, ao final de 12 meses de seguimento. Da

mesma forma, 64% dos pacientes tratados com 5-ALA-TFD ndo tinham
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novas lesdes no campo tratado. Por outro lado, apenas 26% dos pacientes
submetidos a placebo-TFD nao apresentavam lesbes novas. Até o sexto
més apds a TFD, existia nitida diferenga no aparecimento de novas lesées
quando comparados os dois grupos. Apos esse periodo, o percentual de
aparecimento de novas lesées no lado tratado com 5-ALA-TFD
gradualmente aumentou. Esses dados sugerem que a TFD pode ter valor
preventivo no aparecimento de novas lesées de QA nos campos de
cancerizagcado e também, que repetidas intervencées de TFD nos pacientes
extremamente fotodanificados podem apresentar grande valor na prevengao
de neoplasias cutaneas ndo-melanociticas em campo de cancerizacdo®’.
Porém, ndo se sabe qual o melhor regime terapéutico para essa finalidade.
Esses dois recentes estudos sado interessantes pois mostram a
melhora do fotoenvelhecimento global da face e cura clinica das QAs.
Porém, o percentual de diminuicdo das lesdes foi menor do que os relatos
de literatura. Os autores concluem que pacientes severamente
fotodanificados talvez tenham mais recidivas e/ou maior numero de novas
leses nos campos de cancerizagdo. No estudo de Kleinpenning et al.®, os
pacientes tinham um namero médio de QAs de 15,93/paciente (total de 223
QAs divididos por 14 participantes no estudo). Esse elevado numero talvez
revele o grau de severidade do campo de cancerizagao e seja 0 responsavel
pelo menor indice de cura observado, segundo a conclusdo dos autores. Se
fizermos uma comparacao com nossa casuistica, observamos um numero
médio de QAs de 10,30/paciente (total de 268 divididos por 26 participantes).

Esse valor é compativel com um grau moderado de fotodano segundo a
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definicio adotada por Kleinpenning et al.®® Também observamos uma
resposta final de 89,5%, o que € compativel com todos os estudos
apresentados. No estudo conduzido por Zane et al.??, o nimero médio de
QAs por paciente foi de 6,85 e o indice de cura de 88,3%, semelhante ao
nosso resultado. Desta forma, fica dificil concluir que quanto maior o numero
de QAs por paciente, menor sera o percentual de cura. Porém, é possivel
que pacientes severamente fotodanificados tenham maior nimero de novas
lesbes no seguimento. A importancia da instituicao de multiplas sessbes de
TFD em carater regular, ao nosso ver, é de consideravel importancia para a
prevencao de novas lesbes em campos de cancerizagdo severos. Esses
dados ja foram demonstrados em estudos clinicos em humanos e em
animais”>"°.

Em resumo, baseado nos resultados obtidos em nosso estudo, fica
evidente que a TFD com MAL mostrou-se um tratamento eficaz e seguro
para as QAs em pacientes fotodanificados. Além disso, o indice de cura foi
compativel com a maioria dos estudos publicados®849:53:54.60.61.66.67.69.83-85
Duas sessoes de TFD com MAL mostrou-se tdo eficaz quanto trés sessoes,
baseado no indice de cura das lesdes no nosso protocolo de estudo.
Portanto, podemos concluir, segundo nossos resultados, que duas sessdes
sdo suficientes para se atingir um indice de cura semelhante aos dados da
literatura médica e que uma terceira sessado, ndo s6 aumentara os gastos do

tratamento como o desconforto nos pacientes, promovendo um indice de

cura semelhante a duas sessdes de TFD com MAL.
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A avaliacdo histopatoldgica dos casos também foi objetivo de nosso
estudo e os resultados obtidos, foram de grande relevancia. Adotamos o
critério de variaveis histologicas que foram submetidas a analise antes e
apés o tratamento conforme extensamente explicado anteriormente. O
parametro “grau de atipia” dos queratinécitos reduziu de 1,46+0,58 em TO
(antes da TFD) para 0,69 = 0,47 em T3, ou seja, trés meses apds a ultima
sessdo de tratamento (p < 0,001). Isso demonstra uma diminuicdo da
intensidade da displasia celular no campo de cancerizacao tratado com TFD.
Campos de cancerizacdo apresentam lesGes pré-clinicas (“patches” de
clones mutados) e clinicas de QAs, além de CECs e CBCs'#'*'819 Esses
clones de células mutadas contribuem para os achados histopatologicos de
variados graus de atipia celular. Da mesma forma, observamos que o
parametro “quantidade de atipia” também melhorou com redugéao de 0,49 +
0,19 em TO para 0,26+£0,20 em T3 (p < 0,001). Este ultimo parametro, em
nosso estudo, mede a extensdo da atipia celular presente na epiderme
(Tabela 2). Os dois parametros citados, ou seja, “grau e quantidade de
atipia” mostraram-se sensiveis as sessdes de TFD. Houve diminuig&do nitida
da intensidade da displasia celular no campo cancerizdvel e também
diminuicdo do comprometimento epidérmico. Assim, 0s queratindcitos
apresentavam-se com aspecto normal, com tendéncia a polarizagdo normal
e também, a epiderme encontrava-se mais corretamente estratificada apés a
TFD. Observamos que existia uma forte correlacdo entre esses dois
parametros histoldgicos, segundo o coeficiente de correlacdo de Spearman.

Segundo este dado, quanto maior a correlagdo, maiores as probabilidades
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de se obter resultados semelhantes para ambas variaveis. Conforme
apresentado, as variaveis “grau” e “quantidade de atipia” eram fortemente
correlatas e com notas altas antes do tratamento e mantiveram-se correlatas
e com diminuigdo de suas notas apo6s a TFD. Isso demonstra que a TFD
induziu melhora da atipia e da quantidade e extensao das células atipicas na
area tratada. Interessante notar que, se a TFD é capaz de induzir melhora
da atipia celular e diminuicdo do comprometimento epidérmico, talvez
possamos inferir que esse tratamento de campo possa realmente levar a um
potencial efeito preventivo no surgimento de novas lesdes, conforme citado
nos trabalhos anteriores. Nossas observagdes histopatoldgicas talvez
possam corroborar os resultados clinicos nestes estudos supra citados.

O parametro “espessura da epiderme” era 0,08 + 0,02 em T0 € 0,07 £
0,02 em T3, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significante
(p = 0,214). Alguns estudos mostram aumento da espessura da epiderme
apdés a TFD, enquanto outros mostram diminuicdo ou até auséncia de

62717283 Nenhum dos estudos mostrou uma

alteracbées relevantes
importancia relevante do aumento ou diminuicao da espessura da epiderme
no contexto do rejuvenescimento induzido pela TFD.

Orringer et al.”!, estudando o efeito da TFD com laser de corante
pulsado de 595 nm de comprimento de onda e 5-ALA na pele de individuos
fotoenvelhecidos, demonstraram um aumento da expressao do marcador de
proliferacdo celular Ki-67, 48 horas apds o tratamento. Esse aumento

persistiu por até 30 dias e coincidiu com um aumento da espessura da

epiderme’’. Os autores também avaliaram a expressdo da TP-53 porém,
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ndo conseguiram demonstrar nenhuma alteragdo antes e apdés a TFD com
laser e 5-ALA"".

Bagazgoitia et al.28, em 2011, demonstraram, por sua vez, que a TFD
com MAL e LED vermelho diminuiram as alteragbes histopatolégicas do
campo de cancerizagao e a expressao de marcadores oncogénicos na pele
fotoenvelhecida. Neste estudo, 22 pacientes com fotodano e QAs foram
tratados com uma unica sessdo de TFD e MAL e submetidos a biopsia 6
semanas apds. Foram observados reducao da displasia dos queratindcitos
basais e melhora da polaridade epidérmica. Porém, 10 dos 22 pacientes
ainda apresentavam displasia (45% dos casos). Os autores também
observaram diminuicdo da expressao de Ki-67 em 20 dos 22 pacientes e
diminuicdo da expressdo de TP-53 em 11 dos 22 individuos (50%). Os
outros 11 participantes ndo mostraram nenhuma alteragéo na expressao da
proteina TP-53. Os valores foram estatisticamente significantes antes e apés
a TFD com MAL. Ja para o marcador ciclina D1, proteina que participa da
regulacao do ciclo celular, ndo foram encontradas alteragdes induzidas pela
TFD. Interessante notar que as bidpsias foram realizadas nas lesées clinicas
de QA mais evidentes no campo de cancerizacdo, dado que difere de nosso
protocolo, pois selecionamos uma area “clinicamente normal” dentro do
campo. A reducgdo significativa da expressdo da TP-53 nesse estudo
também sugere que a TFD possa reduzir o processo carcinogénico induzido
pela radiacdo UV na pele exposta. Porém, metade dos participantes nao
mostraram nenhuma alteracdo da expressdo da proteina ap6és a TFD. A

reducao da expressao de Ki-67 também difere dos dados apresentados por
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Orringer et al.”'. Os autores sugerem que a TFD possa reverter o processo
de carcinogénse UV-induzido, baseados nos achados de diminuicdo da
displasia epidérmica e redugdo da expressao de TP-53 apds o tratamento.
Porém, concluiram que uma Unica sessdo talvez seja insuficiente para
diminuir os riscos de novas lesbées no campo, uma vez que 45% dos
pacientes estudados ainda persistiam com algum grau de displasia e que
50% deles ndo mostraram redugéo da positividade para TP-53%.

Em nosso estudo, ndo observamos reducdo média estatisticamente
significante para a expresséo da proteina TP-53 apds as sessdes de TFD.
Houve diminuicao da expressao em 14 dos 26 pacientes estudados, o que €
um dado relevante. Além disso, através do teste de correlagdo de Pearson,
houve correlacdo positiva significativa entre o parametro histoldgico
“quantidade de atipia” e expressado de TP-53 pré-tratamento, ou seja, maior
quantidade de atipia correlacionava-se com maior expressao da proteina
TP-53 (p = 0,002), como mostra a Figura 30. Esse € um dado estatistico
importante que mostra, com clareza, que uma maior expressao de TP-53
esta relacionada com maior intensidade de atipia no campo de cancerizagao.
Cabe ressaltar que adotamos um critério de mensuragao objetivo, onde um
software de computador media a quantidade de “pixels” antes e apds o
tratamento. Isto gera um numero médio final, sendo entdo, submetido a

analise estatistica. No estudo de Bagazgoitia et al.®®

, 0S autores optaram por
uma analise semi-quantitativa medida por dois observadores néao
relacionados ao trabalho, podendo gerar diferencas na interpretagdo dos

resultados. Além disso, os autores elegeram uma lesdo de QA clinicamente
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visivel para o local da biopsia pré-tratamento. Assim, sabidamente é
esperado uma maior expressao de TP-53 nas lesbes de QA e uma maior
probabilidade de diminuicdo dessa expressdo apds o tratamento. Em nosso
estudo, realizamos a bidpsia em uma area de pele “aparentemente normal”
dentro do campo. O nosso objetivo, com isto, era estudar os efeitos da TFD
em todo o campo e ndo somente na lesdo clinica de QA. Interessante
observar que houve diminuicdo da expressao em 14 dos 26 pacientes do
nosso estudo, o que mostra que, mesmo nao havendo diferenga
estatisticamente significante, a TFD foi capaz de reduzir essa expressao na
maioria dos casos. Ressaltamos que a reagdo imunohistoquimica da
proteina TP-53 feita no trabalho de Bagazgoitia et al.?® e, também em nosso
estudo, utilizou um reagente nao especifico para a proteina TP-53. Portanto,
a mensuracdo engloba tanto a proteina selvagem quanto a mutada no
campo histopatoldgico. Outro dado relevante é a dificuldade de interpretacao
da expressdo da TP-53. Uma exposicdo aguda a radiacdo UV-B, de horas,
pode elevar muito a TP-53 selvagem na pele'®. Assim, dias antes da bidpsia
final, ndo podemos excluir a possibilidade dos pacientes terem se expostos
agudamente a radiacdo UV e, no dia da realizacdo do exame, apresentarem
um aumento consideravel da expressdo da proteina TP-53, prejudicando a
interpretagéo final dos resultados.

Em 2004, Orringer et al.®®, demonstraram o efeito do laser de CO,
ultrapulsado na pele fotoenvelhecida do antebraco de voluntarios. Ap6s uma
Unica sessdo com duas passadas do laser ablativo sobre a area afetada,

bidpsias foram obtidas com trés semanas e seis meses apos o tratamento. O
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exame imunohistoquimico realizado antes do tratamento com laser revelou
padrées de expressdo da TP-53 tanto agrupados (chamados de “clusters”)
quanto difusamente distribuidos na epiderme inter-folicular. Os autores
observaram uma diminuicao da densidade da expresséo para a proteina TP-
53 de 250 células/mm?, antes do procedimento, para 3 células/mm? apés
trés semanas. Apos seis meses, a densidade média mantinha-se baixa em 5
células/mm?. Houve diminuicdo da expressdo de TP-53 tanto difusamente
distribuida nos queratinécitos da epiderme inter-folicular quanto para células
agrupadas®. Interessante notar que a expressdo difusa da TP-53 na
epiderme sugere o0 padrdo selvagem da proteina. Por outro lado, o
agrupamento de queratindcitos com intensa coloragdo para TP-53 sugere
acumulo de células com mutacao do gene. Esse estudo propde que o laser
de CO; pode ser de grande valor na prevencao do aparecimento de QAs e
cancer cutaneo nao-melanocitico, uma vez que diminuindo a expressao de
proteinas marcadoras de tumor, pode-se inferir que haja menor formacao
desses tumores. Também interessante € a persisténcia, relativamente longa,
da diminuicao da expressédo da TP-53. Os autores concluiram que o campo
de cancerizacao apresenta agrupamentos de células com TP-53 mutadas e
também, aumento da expressao da TP-53 difusamente na epiderme (padrao
selvagem). Porém, ainda n&o se sabe se esses pacientes com aumento da
expressao de TP-53 selvagem beneficiar-se-ao dos métodos ablativos para
diminuir as chances de carcinogénese.

|.19

Berg et al.””, através de imunohistoquimica, observaram que a

expressao de TP-53 na pele de ratos irradiados cronicamente com UV-B era
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um evento precoce e que, quanto maior o tempo de irradiacdo, maior a
frequéncia e tamanho dos “patches”. Neste estudo, os ratos receberam dose
eritematosa minima diaria com luz UV-B por 1, 17 ou 30 dias. O grupo
irradiado por apenas um dia apresentou elevagdo da expressédo de TP-53
difusamente distribuida na epiderme, havendo diminuigdo progressiva em
até 72 horas apdés. Com 17 dias de irradiacdo, havia intensa expressao de
TP-53 em agrupamentos na epiderme e que persistiam por até 56 dias,
havendo diminuicdo da expresséo a seguir. No grupo irradiado por 30 dias, a
frequéncia desses “patches” foi seis vezes maior, havendo correlagdo
positiva entre tempo de irradiagdo e frequéncia dos "patches”. Observaram,
também, que 70% desses “patches” reagiam fortemente para anticorpo
monoclonal PAb240, especifico para TP-53 mutante. Por outro lado, os ratos
irradiados uma Uunica vez, apresentaram apenas elevacao transitéria da
expressao da proteina TP-53, ndo havendo reacao para PAb240, mostrando
que se tratava de elevacdo de TP-53 normal ou “tipo-selvagem”'®.

Esses dados sdo muito interessantes e mostram que o aparecimento
de positividade para TP-53 é um evento precoce na carcinogénese, muito
antes do aparecimento de tumores cuténeos. Interessante também notar que
houve queda na expressao da imuno-positividade para TP53 com a
interrupcé@o da exposicao a radiagcdo UV-B. Vérios autores concordam que
as células mutadas, para sobreviverem, necessitam do estimulo UV
constante e que sofrem pressdao natural seletiva da epiderme. Em outras
palavras, as células TP-53 mutadas devem competir com outras células da

camada basal para conseguirem se estabelecer e formar “patches”, que,
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posteriormente, transformar-se-do0 em tumores. Semelhante ao que ocorre
com lesbes iniciais de QA, esses “patches” sofrem um processo de
regressao na auséncia de irradiacao UV-B.

Sabe-se que pacientes cronicamente expostos a radiagdo solar
apresentam maior expressao da positividade de TP-53 na epiderme e que a
exposicdo aguda a radiagdo UV é capaz de induzir maior expressdo de
TP-53, mesmo que seja transitéria'®. Assim, é dificil quantificar, com
exatidao, a expressdo de TP-53 antes e apds o procedimento de nosso
estudo, pois embora tenhamos orientado e fornecido filtros solares a todos
0s pacientes, estes poderiam ter se expostos a radiagdo UV dias antes da
realizacdo das biopsias e dificultar, portanto, a interpretacdo dos resultados.

Em nosso trabalho, fica uma importante davida a ser elucidada: os
pacientes podem apresentar uma frequéncia maior de clones de células
mutadas e, ao mesmo tempo, maior expressdao de TP-53 “selvagem” no
campo de cancerizagdo, pois nao utilizamos anticorpo monoclonal
especifico, tampouco técnica de PCR em tempo real para quantificar a
mutacdo antes e apos as sessbes de TFD. Como projeto futuro, temos
grande interesse em realizar métodos especificos de medicao da expressao
da TP-53 mutada no campo de cancerizagdo, dando continuidade a este
projeto de pesquisa.

Em relag&o a expressao do marcador Tn-C, observamos um aumento
significativo da sua expressao apo6s o tratamento (p = 0,024). O valor médio
inicial foi 1,99 £ 1,51 e o valor final de 3,46 = 3,31. A expressdo da

glicoproteina Tn-C, no adulto, é limitada e pode ocorrer no tecido muscular e
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esquelético, em processos de reparacao tecidual e nas lesdes de QA e CEC.
Nas lesbes de QAs, assim como nos CECs, foram identificadas,
recentemente, expressdes varidveis da Tn-C®*%. Sua funcdo esta
diretamente ligada a adesdo, migragdo e crescimento celulares,
angiogénese e regulacao da expressao das MMPs, induzindo aumento de

MMP-9 na frente de invasdo tumoral®®

. O seu papel ainda é incerto, mas
estudos recentes mostraram maior expressao de Tn-C nas QAs com maior
grau de atipia e que a intensidade da reacdo, assim como a sua extensao,
eram maiores nos CECs do que nas QAs. A expressdo da Tn-C era
particularmente mais intensa nas células mais basais dos CECs, na fronteira
de invasdo tumoral®®. Tal observacdo pode estar ligada diretamente ao
potencial invasivo desses tumores, onde uma maior expressdo de Tn-C
pode se relacionar a menor capacidade de adeséo celular favorecendo,
assim, a invasdo e disseminagdo do tumor®. Porém, nio se sabe qual é a
expressao dessa proteina no campo de cancerizacao.

Quando escolhemos a expressdo desta glicoproteina para estudo
antes e apdés a TFD, decidimos averiguar como se comportava sua
expressdo na pele aparentemente “normal” no campo. Sabidamente, se
tivéssemos realizado a biopsia em uma lesdo especifica de QA,
esperariamos uma diminuicdo na sua expressao apds o tratamento, pois se
diminuimos em 89,5% o numero de QAs no campo, provavelmente
observariamos uma menor expressao de Tn-C. Porém, como podemos

notar, houve um aumento da sua expressdao apés a TFD, tendo sido

estatisticamente significativo. Latinjhouwers et al.*°, mostraram que a sintese
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da glicoproteina Tn-C ndo somente ocorre nas células mesenquimais, mas
também nos queratinécitos. Demonstraram também que, em injuria tecidual
e nos processos de reparagao tecidual de Ulceras crbnicas ha maior
expressdo da Tn-C, adjacente ao processo proliferativo epidérmico®°'. Além
disso, em outro estudo dos mesmos autores, a expressdo de Tn-C foi
induzida por citocinas, principalmente IL-4, TNF-a e INF-y, em cultura de
queratinécitos®. Desta forma, tentamos explicar que o aumento médio
observado em nosso estudo talvez tenha sido resultado do constante
processo de reparacdo dermo-epidérmico apos a injuria tecidual induzida
pelas trés sessbes de TFD e que, sabidamente, varias citocinas estao
elevadas no processo inflamatério induzido pela TFD, como TNF-aq, IL-1, IL-
6 e TGF-B1%%%. Como demonstrado por Latinjhouwers et al, um aumento de
citocinas inflamatérias aumentam a expressao da Tn-C%.

Os efeitos clinicos induzidos pela TFD com MAL no rejuvenescimento
do campo de cancerizacdo também foram objetivo de nosso estudo.
Avaliamos o grau de severidade do fotoenvelhecimento segundo uma escala

1.3 e Zane et

de 5 pontos adaptada de dois estudos distintos de Dover et a
al.®?. Estudamos as seguintes variaveis clinicas: “fotoenvelhecimento global
da face, pigmentacao difusa, eritema facial, telangiectasia, rugas finas, rugas
profundas, palidez facial e aspereza”. Todas as variaveis foram avaliadas
por dois dermatologistas ndo envolvidos com o estudo. Conforme mostrado
anteriormente todos os parametros clinicos melhoram significativamente

(Figura 16), excetuando-se as rugas profundas. As notas atribuidas no inicio

do estudo, ou seja pré-tratamento, correspondiam ao grau de severidade do
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fotoenvelhecimento e todos os valores médios, ao final do tratamento,
diminuiram. Isso mostra que multiplas sessées de TFD resultaram em
rejuvenescimento da area tratada, ou seja, do campo de cancerizagao facial.
A melhora clinica observada foi gradativa, sendo que o0s pacientes sempre
melhoraram entre as sessdes. Essa observacdo também foi previamente
feita por Park et al.®%. Diferenca estatisticamente significante entre os indices
em TO e T3 e entre T1 e T2 foi observada para todas as variaveis estudadas.
Interessante notar que nao foi observada diferenca estatistica entre T2 e T3
para as variaveis mencionadas, exceto para “eritema facial”, que melhorou
entre T2 e T3 (Tabela 3 e Figura 16). O parametro “rugas profundas” nao
apresentou melhora apés o nosso protocolo. Os estudos, até agora
publicados, da TFD com LED ou fonte luz continua ndo mostram efeitos
clinicos relevantes no tratamento das rugas profundas e, portanto, estamos
em conformidade com os resultados da literatura.

Dover et al.*® conduziram um estudo prospectivo e randomizado com
luz intensa pulsada e 5-ALA 20% topico em 20 pacientes com
fotoenvelhecimento num total de cinco tratamentos com intervalo de trés
semanas entre eles. Neste estudo, um lado da face era tratado com luz
intensa pulsada isolada, enquanto o outro lado era submetido a aplicacédo de
5-ALA (tempo de aplicacdo curto 30-60 minutos) combinado com luz intensa
pulsada a seguir. Os trés primeiros tratamentos foram realizados com 5-ALA
e luz intensa pulsada e, os dois ultimos, luz pulsada isoladamente. Os
autores observaram melhora mais acentuada do fotoenvelhecimento global

da face e da pigmentacao difusa com a combinacao de 5-ALA e luz pulsada
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quando comparado a luz pulsada isolada (80% x 45%). O parametro de
‘rugas finas” também melhorou, sendo que a resposta foi semelhante em
ambos os lados. J& os parametros “aspereza” e “palidez facial” néo
mostraram melhora clinica no estudo®®. Os efeitos adversos relatados foram
poucos e com duragéo de até 48 horas apds a TFD.

Zane et al.?

, por sua vez, estudaram 20 pacientes portadores de
fotoenvelhecimento com multiplas QAs. Os pacientes foram submetidos a
duas sessdes, com intervalo de 30 dias, de TFD com MAL, obedecendo ao
protocolo de trés horas de incubacdo com MAL e iluminagdo padrdao com
LED 635 nm e dose total de 37 J/icm?. A avaliacdo clinica mostrou melhora
da “pigmentacéao difusa”, "rugas finas”, “palidez” e aspereza” da pele. Porém,
nenhuma melhora foi observada para “rugas profundas”, “eritema facial’,
“telangiectasia” e “hiperplasia sebacea”. Neste mesmo estudo, os autores
promoveram uma avaliagdo ecografica da pele, para quantificar as
modificacdes epidérmicas e dérmicas induzidas pela TFD. Observaram um
espessamento epidérmico além de uma diminuicdo da zona hipoegogénica
sub-epidérmica, revelando deposicédo de tecido. Os autores atribuiram que
essa alteracdo era decorrente da neo-formagcdo de colageno, embora
nenhum estudo histopatolégico tenha sido feito®.

Quando comparamos 0s nossos resultados com o estudo de Zane et
al.2, observamos, que os parametros clinicos “eritema facial” e
“telangiectasia” melhoraram em nossa casuistica. A melhora clinica desses

dois parametros foi mais evidente entre T1 e T2 e entre T2 e T3. Esse

resultado é bastante interessante uma vez que ndo empregamos uma fonte
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de luz pulsada ou laser pulsado, que operam pelo principio da fototermolise
seletiva, mas sim usamos uma fonte de luz continua (LED vermelho) que
opera através de principios fotoquimicos. Ja no estudo conduzido por Dover
et al, a fonte de luz excitadora da PPIX foi uma luz intensa pulsada, que
promove nao somente um efeito fotodindmico mas, também, um efeito
seletivo de fototermdlise. Sempre que ocorre fototermdlise seletiva com laser
ou luz pulsada que destruam o alvo hemoglobina, ha melhora do eritema
facial e das telangiectasias. Assim, explicar que as telangiectasias
melhoraram somente com a TFD fica muito dificil, uma vez que nédo ha
destruicdo dos vasos sanguineos superficiais pela TFD. O que néds
postulamos é que haja sim, uma neo-formacdo de fibras coldgenas na
derme superficial e média e que este acumulo de coldgeno comprima as
telangiectasias para baixo na derme média e profunda (Figura 23). Talvez
um maior numero de sessdes induza maior deposicdo de colageno e,
portanto, a melhora de eritema facial tenha sido observada ainda apés a
terceira sessdo, conforme observada uma diferenca estatisticamente
significativa entre T2 e T3 para eritema facial.

Em resumo, todos o0s parametros clinicos melhoraram
significativamente, excetuando-se as “rugas profundas”. Também, ficou
evidente que duas sessbes de TFD com MAL foram semelhantes a trés
sessdes. Dessa forma, duas sessées de TFD podem se equiparar a trés
sessoes, lembrando que ha menor custo envolvido e menor desconforto dos

pacientes com numero reduzido de sessoes.
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No presente estudo sobre o efeito da TFD no campo de cancerizagéo
cutaneo, observamos, também, relevantes modifica¢des histopatoldgicas na
derme, fato que nos impulsionou para uma melhor avaliagdo das fibras
colagenas e material elastético. Houve melhora do indice para “grau de
elastose” na derme do campo de cancerizagdo havendo reducao do indice
de 1,77 £ 0,65 em TO para 1,38 + 0,64 apds trés meses em T3 (p = 0,002). A
avaliacao histopatolégica permitiu evidenciar que houve nitida diminuicao
das massas de fibras elasticas amorfas e aumento de fibras fibrilares apds
as sessbes de TFD (Figura 14 e Tabela 4). Na pele fotoenvelhecida, ha
deposicao de material elastético amorfo e basofilico em grande quantidade
na derme. A exposi¢ao crénica a radiagdo UV diminui a expressédo de pro-
colageno |, pela inibicao da via TGFB-1, e aumenta a expressao das MMPs
responsaveis pela degradagédo das fibras colagenas. Também ha aumento
da producdo de fibras elasticas ricas em fibrilina e tropoelastina®.
Observamos, através do estudo morfométrico, uma diminuicdo da
quantidade de material elastotico na derme. Em TO, ou seja, pré tratamento
o indice era 12,93 £ 2,40 e diminuiu para 7,35 = 1,44 em T3, caracterizando
uma nitida diminuicdo da quantidade de material elastético depositado na
derme apos as sessdes de TFD (p = 0,013). Nossos resultados estdo em
conformidade com os estudos publicados’'7%83:88:89.93.94

Almeida Issa et al.”? estudaram o efeito da TFD com MAL em 14
pacientes portadores de variados graus de fotodano, com ou sem QAs na
face. A avaliacdo histopatol6gica mostrou diminuicdo do material elastético e

aumento da deposicao de fibras colagenas em bidpsias trés e seis meses
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apds o tratamento. A avaliacdo imunohistoquimica revelou aumento da
expressdo de colageno |, nas mesmas bidpsias e aumento de MMP-9,
apenas na bidpsia de trés meses’>%.

Em nosso estudo, observamos um aumento da deposicédo de fibras
colagenas na derme superior. O parametro “camada de colageno sub-
epidérmica” demonstrou um significante aumento no indice de 0,04+0,05 em
T0 para 0,17 £ 0,43 em T3 (p = 0,001). Esse aumento reflete nova
deposicdo de coldgeno na derme apés a TFD. Zane et al.®? mostraram
deposicao de colageno na derme superior através de estudo ecografico. Em
nosso estudo, o aumento das fibras colagenas foi nitido ap6és a TFD,
podendo ser observadas fibras coldgenas dispostas paralelamente e em
faixa abaixo da camada basal sub-epidérmica, assim como fibras colagenas
difusas e dispersas na derme média dos campos estudados. Esses achados
mostram que a TFD é capaz de induzir neoformacao de colageno e de
diminuir os danos provocados pela exposicdo cronica a radiacdo UV. A
expressao imunohistoquimica de pro-coldgeno | apresentou valor médio
inicial de 3,97 + 4,88 e o valor final de 4,05 + 5,06. Observa-se um discreto
aumento médio apos as sessoes de tratamento. Nao se observou diferenca
estatisticamente significativa para esse marcador, porém 14 dos 26
pacientes tiveram aumento da expressao para pro-colageno |. Espera-se
aumento da expressao de pro-coladgeno | nos procedimentos que induzem
neoformacédo de colageno, como apds peelings quimicos profundos, uso de
laser ablativo de CO,, dermabrasdo cutanea, etc. Também apo6s a TFD,

como demonstrado por Almeida Issa et al.”%, Park et al.®® e Orringer et al.”",
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a expressao de pro-colageno | aumentou e foi estatisticamente significativa
nestes trabalhos’"®3%*% Em nossos casos, a despeito do aumento em 14
dos 26 casos tratados, ndo observamos diferenca estatisticamente
significativa. Esse fato, talvez, possa ser explicado pela biépsia final ter sido
realizada trés meses ap6s a Ultima sessdo de TFD. Possivelmente, se
tivéssemos realizado bidpsias seriadas com um, dois e trés meses apos,
teriamos observado um aumento consideravel inicialmente, onde é mais
esperado uma elevacao da expressao de pro-colageno |. Notamos que, apds
trés meses, 0 que se sucede é um aumento expressivo das fibras colagenas
na derme superior, como ja explicado acima e, nesta fase mais tardia, a
expressao de pré-colageno | possivelmente encontra-se em queda. Apenas
Almeida Issa et al observaram persisténcia da elevacao de pré-colageno |
apos trés e seis meses da TFD*.

Em um estudo com microscopia eletrbnica, que envolveu sete

1.9, observaram

pacientes com grau leve de fotoenvelhecimento, Marmur et a
aumento das fibras colagenas tipo | em pacientes tratados com luz intensa
pulsada e 5-ALA. No protocolo, metade da face foi tratada com luz intensa
pulsada e a outra metade com 5-ALA (uma hora de incubagdo) e luz
pulsada. A biopsia final foi feita apds trés meses, revelando aumento das
fibras colagenas | em ambos os lados, porém, mais intensa no lado pré-
tratado com 5-ALA%. Neste estudo, ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre os lados, uma vez que a amostra foi pequena. Interessante

notar que o tempo de incubacdo da droga foi curto e que os pacientes

apresentavam grau leve de fotodano. Os préprios autores criticam esses
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métodos, uma vez que, talvez um maior tempo de incubagédo da droga e
uma amostra de pacientes com QAs no campo, possivelmente mostraria
resultados mais expressivos.

Park et al.®

avaliaram o efeito da TFD com 5-ALA tépico em 14
pacientes orientais com fotodano e QAs, submetidos dois tratamentos com
intervalo de 30 dias e biépsia de pele antes e apés um més da ultima
sessdo. A avaliagdo imunohistoquimica mostrou aumento da expressao
para: TGFB, TRRII, pré-colageno | e Ill. Houve diminuicdo da expressao das
MMPs 1,3 e 12 e de fibrilina e tropoelastina®®. Esses achados mostram que
a TFD aumentou a expressao do receptor tipo Il para TGF, assim como a
sintese de TGFB. Sabidamente, a ativacdo da via TGFB/Smad induz a
sintese de pré-colageno | e inibe a sintese de MMPs 1 e 3”8, Esses
resultados, em conjunto, mostram a neoformagéo de colageno induzida pela
TFD. A diminuicdo das expressdes de tropoelastina e fibrilina esta
diretamente relacionada a diminuicdo do material elastotico. A expressao
dos genes da tropoelastina e de fibrilina estd aumentada na pele
cronicamente fotodanificada, sendo que essas proteinas depositam-se,
preferencialmente, nas fibras elasticas amorfas e degradadas do material
elast6tico®®. Neste estudo, foram observadas diminuicdo do material
elastético, assim como diminuicdo da expressao dessas proteinas no campo
estudado®.

Orringer et al.”’

, estudando o efeito da TFD com 5-ALA na pele de
individuos fotoenvelhecidos através de bidpsias seriadas, também mostrou

aumento da expressao para pré-colageno | e lll ap6s 30 dias do tratamento.
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Observaram também, que a expressdao de MMP-1 aumentou em mais de 20
vezes em relagdo ao valor basal nas 24 horas iniciais apds a TFD, voltando
aos niveis pré-tratamento apés esse periodo’’. Choi et al.*® demonstrou que
a TFD com MAL, em ratos, aumentou a expressao das citocinas IL1-B, TNF-
a e TGF-B31, 48 horas apds o procedimento. Da mesma forma, as MMP1, 2,
3 e 9 aumentaram também nas 48 primeiras horas e diminuiram
gradativamente a partir deste momento. Ja a expressao de pro-colageno | e
lll mostrou-se aumentada 12 dias apds o procedimento, revelando ser um
evento mais tardio.

Em nosso trabalho, a expressdo de MMP-1, embora tivesse
aumentado ap6és o tratamento, também ndo mostrou alteragéo
estatisticamente significativa. O valor inicial, pré-tratamento foi 1,56 + 0,97 e
aumentou para 1,97 £ 1,09 ao final do tratamento (p = 0,08). Esse aumento
foi identificado em 12 dos 26 pacientes tratados com TFD. Através do teste
de correlacao de Spearman, houve correlagao linear negativa entre “grau de
elastose” e expressao de MMP-1, apds o tratamento. Isso significa que um
aumento da expressdao da MMP-1 correlacionava-se com diminuicdo do
parametro histopatoldgico “grau de elastose”. Na maioria dos trabalhos, a
elevacdo das MMPs ocorre como um evento inicial, promovendo a
degradacdo das fibras colagenas alteradas. Esse evento parece ser
importante para iniciar o processo de neocolagénese, uma vez que 0
acimulo desse colageno degradado e de material elastético a inibe®%*%.

Portanto, a digestao protelolitica dessas fibras alteradas pelas MMPs, logo
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no inicio da cascata de evento, sdo de grande importancia no
restabelecimento da biossintese do colageno’"**.

A MMP-1, também chamada de colagenase 1, € responsavel pela
quebra dos colagenos | e lll, que posteriormente serdo digeridos pelas
gelatinases (MMP-9). A persisténcia da expressdo de MMP-1, apéds trés
meses da ultima sessdo de TFD, pode ser considerada um achado normal,
uma vez que a digestdo das fibras colagenas degeneradas ainda ocorre.
Observamos uma correlacdo negativa entre niveis de MMP-1 e “grau de
elastose”. Esse achado corrobora o fato de que um aumento da enzima
MMP-1 promove maior quebra de colageno degradado e desencadeia
neocolagénese. O aumento consequente das fibras colagenas contrapbe-se
com o grau de elastose e a quantidade de material elastotico observada na
derme fotodanificada.

Em resumo, os achados histopatoldégicos dérmicos de nosso estudo
mostraram um aumento significativo das fibras coladgenas apds o tratamento,
qgue se apresentavam predominantemente na derme papilar e, por vezes, na
derme média circundando o material elastético caracteristico do
envelhecimento cutadneo induzido pela radiacao UV. Observamos, também,
que a quantidade de material elastotico, medida através da analise
morfométrica digital, também diminuiu. Por udltimo, o grau de elastose
também mostrou alteragbes significativas, havendo dimunuicdo das fibras
elasticas degradadas e amorfas e aumento das fibras elasticas fibrilares e

mais organizadas.
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Os achados clinicos dos estudos acima mencionados, assim como 0s
resultados das expressdes de diversos marcadores imunohistoquimicos nos
ajudam a embasar 0s possiveis mecanismos de acdo da TFD na pele
fotodanificada®. Como consequéncia de um aumento da captacéo de 5-ALA
ou MAL, existe maior conversdo e acumulo de PPIX nos queratinécitos pré-
malignos no campo de cancerizagdo. Durante a ativacdo fotodinamica,
existe necrose destes queratindcitos, resultando em renovacéo da epiderme
e diminuicdo das QAs no campo. Essa renovagao acarreta na melhora dos
sinais clinicos de aspereza, pigmentacdo e palidez. Além disso, a
neocolagénese ocorre como um efeito indireto da TFD, estimulada pela
producdo de varias citocinas. Karrer et al.””, demonstraram a sintese das
MMP 1 e 3 por fibroblastos através das citocinas produzidas por
queratindcitos apés a TFD¥. O processo inflamatério induzido pela TFD
promove dano sub-letal nos queratindcitos. Esse processo, leva a sintese e
liberacdo de TNF-a, IL-1,IL-6 e TGF-B1. Essas citocinas penetram a
membrana basal e desencadeiam a produgdo de MMPs pelos fibroblastos
dérmicos através de uma via paracrina. Em contraste com a producéo de
ROS induzida pela exposicao cronica a radiacao UV, que também ocorrre na
derme e é responséavel pelo envelhecimento cutaneo, através do efeito direto
nos fibroblastos e matriz extracelular, a TFD apenas atua na epiderme, uma
vez que nao ocorre fotossensibilizacdo relevante da derme ap6s a aplicacéao
com 5-ALA ou MAL. O acumulo crénico de fibras colagenas degradadas e
fragmentadas, presente na derme envelhecida, inibe a neocolagénese®’. A

acao proteolitica das MMPs na derme contribui para a diminuicdo do
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colageno degradado e do material elastdtico e parece ter participacao
decisiva para o reinicio da biossintese de colageno. A via TGF-31/Smad é
estimulada e desencadeia a maior expressdo de pré-colageno | e Ill. O
estimulo desta via, por sua vez, inibe a expressido tardia das MMPs’883,
Esse conjunto de eventos leva a um constante aumento na producdo de
fibras colagenas que revelam a melhora do fotodano global da face, com
atenuacao de rugas finas e dimuicao aparente das telangietasias e eritema
facial.

Finalmente, podemos concluir que os achados clinicos,
histopatolégicos e imunohistoquimicos no presente estudo, que incluiu 26
pacientes, sado relevantes. O numero de QAs no campo estudado diminuiu
em 89,5%, o que esta de acordo com os dados da literatura. As alteragdes
clinicas induzidas pelas sessbes de TFD com MAL mostraram melhora
estatisticamente significativa para todos os parametros clinicos estudados:
“fotoenvelhecimento global da face, pigmentacéao difusa, rugas finas, palidez
facial, aspereza, eritema, e telangiectasia”. Porém, nao observamos
mudancgas no parametro “rugas profundas”, como ja era esperado. Nossos
resultados sdo compativeis com a maioria dos estudos publicados até hoje,
com relevancia para melhora do eritema e telangiectasias faciais, fato ndo
observado no estudo de Zane et al.®?.

A avaliacdo histopatolégica do campo de cancerizacdo e da derme
adjacente ao campo revelaram intensas mudangas ap6és a TFD. O

tratamento foi capaz de induzir melhora nos indices de gravidade da atipia

dos queratindcitos, promover maior sintese de fibras coladgenas na derme
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superior e meédia e diminuir tanto o grau de intensidade da elastose como a
quantidade de material elastético depositado na derme. Os resultados dos
estudos imunohistoquimicos revelaram: 1) diminuicdo da expressao da TP-
53 na epiderme do campo de cancerizagdo, embora o resultado ndo tenha
sido estatisticamente significativo; 2) elevacdo de MMP-1 e pré-colageno |,
embora também n&o fossem estatisticamente significantes. Ja a expressao
da Tn-C, mostrou-se aumentada significativamente. Esse resultado talvez
possa ser explicado pelos seguintes fatores: - elegemos o local da biépsia
na pele aparentemente “normal” dentro do campo de cancerizagdo e — 0
processo inflamatorio decorrente da TFD gera citocinas capazes de elevar a
expressao de Tn-C no tecido. Baseado nos resultados obtidos neste estudo
e confrontados com os dados de literatura, talvez possamos sugerir que 0
emprego da TFD no campo de cancerizagdo tenha potencial efeito na
diminuicdo do indice de severidade da atipia celular assim como no
aparecimento de novas lesées malignas e pré-malignas. A importancia da
instituicdo de multiplas sessées de TFD em carater regular, a nosso ver, é
de consideravel importancia para a prevencao de novas lesées em campos
de cancerizacao severos.

Como perspectivas futuras, pretendemos continuar com a mesma
linha de pesquisa através de estudos com técnicas especificas para
mensurar a expressao da proteina TP-53 mutada no campo de cancerizagéao
e avaliar o efeito preventivo no aparecimento de novas QAs no campo

tratado, através de um estudo controlado, randomizado e em longo prazo.
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O estudo da pele do campo cancerizavel antes e ap6s a TFD com

MAL mostrou:

1. Melhora clinica da pele fotoenvelhecida com exceg¢do do parametro

“rugas profundas”;

2. Alta eficacia no tratamento das QAs, com diminuicdo em 89,5% das

lesdes;

3. Resultados clinicos semelhantes quando utilizadas duas ou trés

sessoes de TFD com MAL;

4. Melhora histolégica da severidade e extensdo da atipia dos
queratindcitos, aumento das fibras coldgenas e diminuigdo do grau de

elastose na derme subjacente;

5. Diminuicdo do material elastético na derme demonstrado pela

morfometria microscopica digital;

6. Diminuicao do marcador precoce da carcinogénese cutanea TP-53 e
aumento e marcadores de neo colagénese pré-colageno-I e MMP-1,
através do exame imunohistoquimico, embora a diferenca ndo tenha

sido estatisticamente significativa;

7. Aumento da expresséo de Tn-C secundario ao processo de reparacao

tecidual.
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