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RESUMO

ESTUDO DA RIAEMODELAQAO DERMICA INDUZIDA PELA TERAPIA
FOTODINAMICA (MAL-TFD) NA PELE FOTODANIFICADA

Maria Claudia Almeida Issa

Orientadores: Prof?. Dr2. Ménica Manela-Azulay
Prof. Dr. Juan Pifieiro Maceira

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagao
em Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtengao do titulo
de Doutor em Medicina (Dermatologia).

A Terapia Fotodinamica esta aprovada para tratamento do cancer de pele
nao melanoma. Estudos recentes apontam bons resultados clinicos com a utilizacao
desta técnica no tratamento do fotoenvelhecimento, entretanto faltam dados
histopatolégicos que comprovem tais observagdes. Os objetivos deste estudo foram
avaliar as modificagdes histopatologicas induzidas pela terapia fotodinamica na
remodelacdo dérmica da pele fotodanificada, através de exames histopatoldgicos,
morfométricos e imuno-histoquimicos e identificar as modificagbes clinicas
alcancadas. Foram estudados 14 pacientes do sexo feminino, com pele
fotodanificada, idade entre 55 a 60 anos (média de 57,57 anos e desvio padréo de
1,95), submetidas a duas sessdes de terapia fotodindmica tépica. Clinicamente,
todas apresentavam aspereza ao tato, melanoses solares, rugas, sulcos e flacidez.
Apenas quatro apresentavam lesdes de ceratose actinica. Histologicamente foi
evidenciada em todos os casos elastose solar com intensidade variavel. A avaliagao
morfométrica permitiu quantificar fibras colagenas e elasticas. Através da imuno-
histoquimica foi analisada a expressao das enzimas responsaveis pela remodelacao
da matriz extracelular (MMP-1, 3, 7, 9, 12), do inibidor de metaloproteinases (TIMP-
1) e dos colagenos tipo | e lll, nos periodos pré-tratamento, pds trés e seis meses.
Para analise dos resultados foram usados os testes de Wilcoxon e X* de McNemar,
de acordo com as variaveis numéricas e categoricas, respectivamente, que
revelaram aumento estatisticamente significativo da expressédo de MMP-9 (0,002), e
de colageno tipo | (p=0,002) na derme superficial, predominantemente, apdés 3
meses. Esse ultimo se manteve aumentado (p= 0,001), apds 6 meses de tratamento.
A quantificagdo das fibras colagenas, a morfometria, também mostrou aumento
significativo da densidade de colageno apds seis meses de tratamento (p = 0,048). A
quantificacdo das fibras elasticas revelou diminuicdo estatisticamente significativa
apos 3 meses (p=0,016), e apds 6 meses de tratamento (p=0,008). Até o momento,
nao esta claro o mecanismo de remodelacdo dérmica na pele fotodanificada
induzida pela terapia fotodindmica. Entretanto, o estimulo a expressédo e,
possivelmente, a indugao da atividade da MMP-9 poderia justificar a degradagao das
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fiboras elasticas fragmentadas e colagenas degeneradas (gelatinas).
Consequentemente, a indugdo simultdnea a producdo de novo colageno ocorreria
como uma resposta fisioldgica e dindmica da matriz extracelular. Essas modificagdes
encontradas na derme sustentam a hipotese da remodelagdo dérmica induzida pela
terapia fotodindmica na pele fotodanificada e corrobora os achados clinicos de
melhora global da pele dos pacientes tratados.

Palavras-chave: terapia fotodindmica, fotoenvelhecimento da pele, remodelacao
dérmica, metilaminolevulinato, matriz extracelular

Rio de Janeiro
2008
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ABSTRACT

SKIN REMODELATION INDUCED BY PHOTODYNAMIC THERAPY (MAL-PDT) IN
PHOTODAMAGED SKIN

Maria Claudia Almeida Issa

Orientadores: Prof?. Dr2. Ménica Manela-Azulay
Prof. Dr. Juan Pifieiro Maceira

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-Graduagao
em Medicina (Dermatologia), Faculdade de Medicina, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtengao do titulo
de Doutor em Medicina (Dermatologia).

Photodynamic Therapy is aproved to non melanoma skin cancer treatment.
Recent studies are showing good clinical results with this procedure to
photodamaged skin, however this findings have not been confirmed by
histopathological analyses, through objective complementary techniques. The aim of
this study was to analyze dermis remodelation of photadamaged skin induced by
photodynamic therapy, through histopathology, morphometry and
immunohistochemistry. Also, to identify the clinical benefits reached by this therapy.
Fourteen patients with photodamaged skin, with an age range 55-60 vyears
(mean:57,57 years, SD:1.95) were submitted to two sessions of photodynamic
therapy. Clinically, all of them presented roughness, melanoses, wrinkles, folds and
laxity. Among these 14 patients, only four presented actinic kerastoses.
Histologically, solar elastoses, with different intensity was noted in all of them.The
morphometric evaluation allowed to quantify the collagen and elastic fibers. Through
immunohistochemistry, metalloproteinases (MMP-1, 3, 7, 9, 12), metalloproteinases
inhibitor (TIMP-1) and collagen type | and Ill were analyzed before, for three and six
months after treatment. For statistical analyzes Wilcoxon test and X? Mc Nemar were
applied, according to the numeric and categoric variables, respectively. Statistically
significant score differences in the expression of MMP-9 and collagen type | were
observed after treatment. Increase in MMP-9 expression was significant after three
months (p=0,002). Increase in collagen type | expression was significant after three
(p=0,002) and six months (p= 0,001). The amount of collagen fibers, by
morphometry, also showed significant increase in collagen density after six month
treatment (p = 0,048). The amout of elastic fibers presented significant decrease after
3 months (p=0,016), and after 6 month treatment (p=0,008). It is not clear whether
the main mechanism involved in dermis remodelation induced by PDT in
photodamaged skin. However, the trigger to MMP-9 expression and, probably, its
activity may justify the breaking up of fragmented elastic and collagen fibers
(gelatins). Consequently, the simultaneous induction to new collagen synthesis would
occur, as a physiological and dynamic extracellular matrix response. These dermis
modifications observed would sustain the hypothesis of dermic remodelation PDT



induced in photodamaged skin and corroborating the skin global clinical improvement
after treatment.

Key-words: photodynamic therapy, photodamaged skin, dermis remodeling,
metilaminolaevulinate, extracellular matrix.

Rio de Janeiro
2008
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1 INTRODUCAO

A terapia fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica usada no
tratamento de varios tumores malignos. Na dermatologia, esta indicada no
tratamento do cancer de pele ndao melanoma. Mais recentemente, vem sendo
utilizada para dermatoses nao neoplasicas, como nas alteragdes relacionadas ao
fotoenvelhecimento. A relativa simplicidade do método desperta interesse dos
dermatologistas. Essa terapia induz a citotoxicidade das células proliferativas por
meio de uma fonte de luz, sendo necessario um agente fotossensibilizante e
oxigénio. O advento de drogas de uso tdpico, como o acido 5 - aminolevulinico (ALA)
e seu derivado lipofilico, o metilaminolevulinato (MAL), permitiu o desenvolvimento
dessa técnica. O ALA ou MAL sao precursores dos derivados porfirinicos
fotossensiveis, que se acumulam, preferencialmente, em células neoplasicas
(Fritsch et al., 1998).

A TFD é uma boa indicagdo para ceratoses ou queratoses actinicas (QA),
carcinoma basocelular (CBC) e doenca de Bowen, pois proporciona melhora clinica
semelhante aos tratamentos convencionais e permite tratamento de multiplos
tumores simultaneamente, com rapida recuperagdo. Além da boa tolerancia do
paciente, tem excelente resultado cosmético (Braathen et al., 2007).

Estudos clinicos sobre TFD no tratamento do cancer de pele ndo melanoma
relatam melhora da textura e da cor da pele no campo de tratamento, sobre a leséo
e na regiao perilesional (Marmur et al., 2004). Estudos histologicos, também em
cancer de pele, citam que a fibrose que se forma apds a TFD se estende além dos

limites tumorais, medidos antes da realizagdo do tratamento, mostrando haver uma



remodelacdo da derme (Fink-Puches et al.,, 1998). Esses achados clinicos e
histopatolégicos incentivaram estudos das fibras elasticas, colagenas e das
metaloproteinases (MMPs) na pele fotodanificada, uma vez que, atualmente, a
indicacdo da TFD no fotoenvelhecimento basea-se, apenas, em relatos de melhora
clinica. Além disso, estudos in vitro sobre acdo da TFD em fibroblastos de pele
normal e com esclerodermia, revelaram o aumento de MMP-1 e MMP-3, com
diminuicdo da sintese de colageno tipo | (Karrer et al., 2003). Esse efeito anti-
fibrético encontrado seria o oposto do que desejariamos na remodelagao da pele
fotodanificada. Portanto, para avaliarmos os possiveis efeitos da TFD na pele
fotodanificada, fez-se necessario o estudo da matriz extracelular (MEC), bem como
das MMPs envolvidas na remodelacdo dérmica e no fotoenvelhecimento.

O tecido conjuntivo da derme é mantido em condi¢bes normais através de
um controle entre a degradagdo das proteinas da MEC e a sintese de novos
componentes. As MMPs envolvidas no processo de remodelagao tecidual da pele
fotodanificada incluem as MMP-1, 3, 7, 9 e 12. A MMP- 1 cliva, principalmente, os
colagenos | e lll. A MMP-3 degrada o colageno |V, proteoglicanos, fibronectina,
laminina e gelatinas. Além da elastina, a MMP-7 também degrada colageno |V,
proteoglicanos, fibronectina e laminina. A MMP-9 é uma gelatinase que degrada
colagenos tipo IV, V, VII, X, XlI, e também colageno desnaturado, chamado de
gelatinas. A MMP-12 é uma enzima ativa contra elastina, e estd aumentada no
fotoenvelhecimento (Mauch et al., 1988; Nagase e Woessner, 1999).

Mecanismos n&o relacionados com o efeito citotoxico da TFD, e
provavelmente associados a resposta inflamatéria, poderiam justificar a atuagéao da
TFD em doencgas onde a citotoxicidade ndo seja 0 mecanismo desejado. Embora as

avaliagdes clinicas e histolégicas da TFD no cancer de pele ndo melanoma estejam



vastamente documentadas, raros sdo os relatos das modificagdes histolégicas na
pele fotodanificada na auséncia de tumor.

Acreditamos que o estudo das modificacdes dérmicas induzidas pela TFD na
pele fotodanificada podera contribuir para o entendimento do mecanismo de acdo da
TFD em indicagdes ndo neoplasicas, como no rejuvenescimento fotodinamico. Desta
forma, desenvolvemos um projeto como parte da linha de pesquisa do Grupo de
Envelhecimento Cutdaneo da Dermatologia Corretiva do Hospital Universitario

Clementino Fraga Filho (HUCFF).



2 OBJETIVOS

v Avaliar as alteragbes clinicas induzidas pela TFD na pele

fotodanificada, através de exame dermatoldgico e estudo fotografico.

v' Verificar as alteragbes morfolégicas e quantitativas ocorridas na
remodelagdo dérmica induzida pela TFD na pele fotodanificada,

através da histopatologia e morfometria.

v Avaliar através de estudo imuno-histoquimico a presengca de
metaloproteinases (MMPs 1, 3, 7, 9, 12), do inibidor tecidual de MMPs

(TIMP-1) e colagenos tipo | e lll.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Terapiafotodinamica

3.1.1 Conceito

O uso de luz para tratamento de doencas € descrito ha muitos séculos. Na
sua forma mais simples, a pele é iluminada por uma fonte de luz apropriada, sendo
denominada fototerapia. Nesses casos, como no manejo da ictericia neonatal, a
emissao da luz isoladamente é suficiente para o beneficio do paciente. A associacao
de luz e quimicos para tratar doencas da pele é amplamente praticada na
dermatologia. Esse processo € chamado de fotoquimioterapia, e o melhor exemplo é
a associagao de psoraleno e a ultravioleta A (PUVA) (Taylor e Brown, 2002).

A TFD poderia ser considerada uma forma especial de fotoquimioterapia. E
definida como uma reacéao fotoquimica utilizada com objetivo de causar destruicéo
seletiva de um tecido. E uma técnica terapéutica de duas etapas, na qual a utilizacéo
de uma droga sensibilizante, tépica ou sistémica, é seguida da irradiagédo de uma luz
visivel. Para que essa reagao ocorra € necessario um fotossesibilizante localizado
no tecido alvo, uma fonte de luz e a presenca de oxigénio. Os fotossensibilizantes,
administrados exogenamente ou formados endogenamente, sao ativados pela luz e
transferem energia ao oxigénio molecular, gerando espécies reativas de oxigénio
para induzir morte celular (Kurwa e Barlow, 1999; Kalka et al., 2000). A natureza, a
localizagédo, a quantidade de espécies reativas de oxigénio e a sensibilidade da

célula alvo determinam o resultado da TFD (Qiang et al., 2006).



A TFD tem eficacia comprovada no tratamento de varios tumores, e é
considerada promissora para tratamento de algumas doengas nao malignas. Para
tratamento de tumores do trato gastrointestinal, cerebral ou tumor broncopulmonar,
os fotossensibilizantes sdo administrados via oral ou endovenosa. Para tumores do
endométrio e carcinoma da bexiga, por instilagdo predominantemente, e para
tratamento de tumores cuténeos, as drogas podem ser aplicadas topicamente, com

boa eficacia (Fritsch et al., 1998).

3.1.2 Histérico

Relatos sobre o uso de luz com propdsito medicinal inicou-se ha milhares de
anos, nas culturas indiana e oriental. Hipocrates estudou e prescreveu luz com
intengao terapéutica. Em 1903, Finsen recebeu o Prémio Nobel por iniciar uma nova
era de terapia por luz, acreditando ser um tratamento promissor (Allison et al., 2006).

A TFD tem origem no inicio do século XX, em Munique, quando Oscar Raab
e seu professor Herman von Tappeiner observaram os efeitos decorrentes de
fotossensibilizacdo em paramécio. Raab observou a morte rapida de Paramecium
caudatum depois da exposi¢cdo a luz na presenga do corante acridina (acridina
orange). Durante seus experimentos sobre a morte de paramécios com corante, a
luz de uma tempestade modificou o resultado da pesquisa, levando a morte desses
protozoarios. A presenca da luz, modificando a acdo do corante, permitiu a
identificacdo de um fotossensibilizante. Da mesma forma, pela observagdo da
luminosidade emitida pelo paramécio, sob certa intensidade da luz, surgiu o conceito
de fluorescéncia. Subsequentemente, seu professor von Tappeiner ampliou as

descobertas com outros experimentos e descobriu a necessidade da presenca do



oxigénio para a reagao, criando o termo TFD. Em 1907, von Tappeiner e Jodlbauer
publicaram um livro texto sobre essa terapia, definida como processo de
fotossensibilizagdo dependente de oxigénio, no tratamento de tumor cutaneo e
destruicdo de particulas infecciosas. Descreveram suas experiéncias com eosina
tépica a 5% e luz artificial para tratamento de cancer cutdneo ndo melanoma e para
outras dermatoses, como lupus vulgar e condiloma plano. Nessa época, postularam
a idéia de que a eosina, assim como a acridina, depois de incorporada a célula,
poderia produzir reacdo citotoxica quando exposta a fonte de luz adequada, na
presenca de oxigénio. Infelizmente, na época, este importante trabalho n&o alcangou
uma repercucado merecida (Taub, 2004b).

Em 1911, Hausman e colaboradores (apud Kalka, 2000) relataram o uso de
hematoporfirina (Hp) e seus efeitos como fotossensibilizante em porcos e
camundongos. A capacidade das porfirinas de localizar tumor foi revelada por
Policard em 1924 (apud Kalka, 2000), por Auler e Bamzer em 1942 (apud Kalka,
2000), e por Figge, Weiland e Manganiello em 1948 (apud Kalka, 2000). Esses
investigadores descreveram a fluorescéncia do tecido neoplasico depois da
aplicagcao de Hp. No inicio da década de 60, uma nova droga foi sintetizada a partir
da purificacdo da Hp, chamado derivado de Hematoporfirina (HpD). Em 1970, foram
relatadas respostas clinicas com o uso desse fotossensibilizante em diferentes
lesdes malignas, incluindo cancer da mama, codlon, prostata, micose fungdide,
cancer basocelular e espinocelular, melanoma, condrossarcoma e angiossarcoma. A
expansao clinica da TFD ocorreu apés o trabalho pioneiro de Dougherty e
colaboradores (apud Kalka, 2000) que relataram o sucesso da técnica para
tratamento do cancer cutaneo e outras malignidades em 1978. Desde entdo, a TFD

vem ganhando grande interesse em medicina para tratamento de tumores



localizados no pulméao, esbdfago, coélon, peritbnio, pleura, trato genito-urinario,
cérebro, olho e pele. A fotossensibilidade prolongada com o uso de drogas
sistémicas, a obtencdo de cura com métodos mais praticos e a escassez de
literatura médica dificultaram a pratica dessa técnica em dermatologia até 1990
(Kalka et al., 2000). Nessa época, no Canada, o porfimer sédico foi a primeira droga
aprovada para uso terapéutico. Kennedy e colaboradores (Kennedy et al., 1990)
propuseram um novo método, utilizando ALA tdpico como percursor metabdlico de
fotossensibilizante enddgeno, a protoporfirina IX (Pp 1X). A Pp IX é um potente
agente fotossensibilizante e é degradado durante o processo de irradiagdo com
fonte de luz especifica. A TFD com uso de ALA tdpico induz fotossensibilizagao
seletiva na area cutanea desejada, em lesdes superficiais como ceratose actinica
(Kalka et al., 2000).

O facil acesso da pele a exposi¢cao luminosa permite grande aplicabilidade
dessa técnica em dermatologia. Inumeros estudos revelam resultados clinicos e
histolégicos, com respostas parcial ou completa em tratamentos de lesdes pré-
malignas e malignas. Mais recentemente, avaliagdes do potencial benéfico para
desordens cutdneas nao malignas, como psoriase vulgar, infec¢ao viral e acne, e
fotoenvelhecimento tém sido relatadas (Morton et al., 2002; Gupta e Ryder, 2003;

Gold e Goldman, 2004).

3.1.3 Fotossensibilizantes em Terapia FotodinAmica

A fotobiologia e a fotoimunologia do HpD e seu agente purificado, liofilizado
e concentrado, o porfirmer sddico (Photofrin ®), tém sido investigadas nos ultimos 30

anos. Entretanto, o interesse pela TFD na dermatologia ndo cresceu até 1990,



quando uma nova técnica de aplicacdo topica de fotossensibilizantes tornou-se
disponivel. A utilizacdo de ALA e MAL, seguida da irradiacdo de luz vermelha de
amplo espectro tornou-se um método simples e eficaz. Na mesma época, algumas
novas drogas sintéticas sensibilizantes de segunda geragao foram desenvolvidas
(derivados de benzoporfirinas, fitalocianinas, clorinas e porficenos). Esses
compostos quimicos sdo eficazes, seletivos e seguros. Eles estdo em fase de
avaliagao clinica, mas néo aprovados para uso clinico, até o momento (Calzavara-
Pinton et al., 2007).

A qualidade do fotossensibilizador € importante para a eficacia da TFD.
Entre as caracteristicas ideais estdo a pureza quimica, a capacidade de localizacao
especifica em tecido neoplasico, o intervalo pequeno entre a administragdo da droga
e 0 acumulo maximo no tumor, a meia vida curta, a eliminacido rapida do tecido
normal, a ativagao por comprimentos de ondas com 6tima penetracdo no tecido alvo
e a capacidade de produzir grande quantidade de produtos citotdxicos (Kalka et al.,
2000). Os fotossensibilizantes sdo seletivos por penetrarem e se acumularem no
tumor e no endotélio dos vasos neoformados, evitando, geralmente, o tecido sadio
ao redor. O mecanismo de penetracado através das membranas celulares e o padrao
de localizagao intracelular influenciam fortemente o tipo de efeito celular. Em geral,
os agentes sensibilizantes lipofilicos sado captados pela célula por penetrarem
diretamente pela membrana plasmatica, e esta captacdo aumenta em proporgao
direta com a lipofilicidade. As moléculas hidrossoluveis, entretanto, sdo captadas por
pinocitose. A seletividade do sensibilizante depende da sua capacidade de captagao
e retencdo tanto pelas células tumorais hiperproliferativas como pelas células
inflamatdrias. Essa propriedade pode ser melhorada com a associagao de alguns

componentes biolégicos ou farmacolégicos, tais como lipossomos de fosfolipideos.
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Outra maneira para aumentar a penetragdo dos sensibilizantes seria liga-lo a
moléculas de lipoproteinas de baixa densidade, uma vez que as células tumorais
apresentam grande numero de receptores de superficie para essas lipotroteinas
(Calzavara-Pinton et al., 2007).

Até o momento, ndo sdo bem esclarecidos os mecanismos pelos quais
ocorre retencédo seletiva dos fotossensibilizantes nos tecidos malignos. Algumas
hipéteses incluem a permeabilidade alterada da membrana celular, o aumento do
numero e da permeabilidade dos vasos sanguineos, bem como a drenagem linfatica
diminuida. Além disso, o pH baixo no fluido intersticial nos tumores facilita a
biodistribuicdo seletiva dos fotossensibilizantes (Torezan, 2002).

Os fotossensibilizantes podem ser administrados por via sistémica (oral e
endovenosa) ou topica. O desenvolvimento de fotossensibilizantes tépicos permitiu
o tratamento eficaz da pele, com diminuicdo do tempo de fotossensibilizagao

(Zelickson, 2005).

3.1.3.1 Fotossensibilizantes sistémicos

A Hp e o porfimer sédico foram os primeiros fotossensibilizantes a serem
sistemicamente utilizados em estudos clinicos de TFD. Apresentam espectro de
absorcdo semelhante ao da PplX, com pequenos picos entre 625-633 nm
(Calzavara-Pinton et al., 2007). Na pratica, o comprimento de onda de 630 é o mais
utilizado. A luz é administrada 24 - 72 horas depois da injegdo da droga e a
fotossensibilidade cutanea permanece por 1 a 3 meses. O Photofrin® vem sendo
usado para cancer de bexiga, pulméo, es6fago e estbmago (Qiang et al., 2006).

O ALA é o primeiro intermediario na via de biossintese do grupo Heme,
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sintetizado de glicina e succinato. Essa reagcao € catalisada pela enzima ALA
sintetase. No citoplasma da célula, duas moléculas de ALA formam o
porfobilinogénio (PBG) e quatro moléculas de PBG formam o uroporfirinogénio.
Esse, entdo, € convertido em coproporfirinogénio e, novamente no interior da
mitocdndria, em protoporfirinogénio IX. O protoporfirinogénio IX converte-se em Pp
IX por agdo da protoporfirinogénio oxidase. O passo final da sintese do heme é a
incorporacao do ferro a Pp IX, pela ferroquelatase. A Pp IX é o intermediario
porfirinico com atividade fotodinamica e emite fluorescéncia vermelha intensa
quando ativada por luz. O acumulo de Pp IX induzido de parte do ALA exdgeno é
utilizado com finalidade terapéutica. O ALA pode ser administrado tépica ou
sistemicamente, e o acumulo de Pp IX nas células tumorais ocorre com as duas
vias. Estudos em animais e voluntarios humanos provaram que a Pp IX é eliminada
do organismo entre 24 — 48 horas apds a administragédo do ALA, por via tdpica, oral
ou endovenosa. Assim os riscos de fotossensibilidade prolongada séo despreziveis
(Kurwa e Barlow, 1999).

O ALA, por si sO, ndo € um agente fotossensibilizante, e depois de sua
administragcao sistémica, as porfirinas derivadas do ALA s&o sintetizadas
predominantemente pela medula 6ssea e pelo figado. A Pp IX pode ser sintetizada
localmente por todas as células nucleadas e é detectada na epiderme em 3 — 8
horas depois da administragdo sistémica do ALA. Doses terapéuticas de ALA (30 a
60 mg/Kg) estdo associadas a nausea e vomito, e mais raramente, com alteragao da
funcéo hepatica (20 — 25% dos casos) (Kurwa e Barlow, 1999).

A fotossensibilizacdo por ALA foi demonstrada em  1987.
Subsequentemente, Kennedy e colaboradores (Kennedy et al., 1990) introduziram o

uso de ALA-TFD para desordens cutadneas relatando sucesso de tratamento de
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varias lesdes malignas da pele. A administracdo sistémica do ALA €& usada
predominantemente para tratamento de tumores gastrointestinais,
broncopulmonares e cerebrais, enquanto a TFD com ALA tdpico representa uma das

técnicas de TFD mais populares em Dermatologia (Kalka et al., 2000).

3.1.3.2 Fotossensibilizantes tépicos

Em dermatologia, a TFD com ALA tépico tem aprovagédo pelo FDA (Food
and Drug Admnistration) para tratamento de QA, desde 1999. Para tratamento de
CBC e doenca de Bowen, os resultados sédo variados na literatura. Varios estudos
relatam, ainda, sucesso terapéutico para acne e fotorejuvenescimento, com
diferentes protocolos, ndao existindo, entretanto, aprovacao pelo FDA para essas
outras indicacdes (Farah et al., 2005).

O ALA é hidrofilico, e nas células de mamiferos penetra principalmente por
mecanismo de transporte ativo. A taxa de transporte de ALA através da membrana
plasmatica € o unico limite do acumulo de porfirinas fluorescentes nas células
tratadas. Esse sistema requer energia, depende do pH e da temperatura, € saturavel
e lento, sendo somente pouco mais acelerado em células tumorais. O ALA aplicado
topicamente penetra na epiderme anormal, mas existem divergéncias sobre o
melhor veiculo a ser utilizado. Formulagcbes podem ser feitas em agua/dleo,
Oleo/agua, e propilenoglicol. Os melhores resultados terapéuticos sdo obtidos com
concentragao entre 10 — 20%. A utilizacao de agentes coadjuvantes pode aumentar,
direta ou indiretamente, a concentracdo de Pp IX na célula. Isto ocorre com a adigao
de agentes que inibem a agdao da enzima ferroquelatase ou que aumentam a
penetracdo do ALA no tecido, como ocorre com a desferroxamina, o acido

etilenodiaminotetracético (EDTA) e o dimetilsulfoxido (DMSO) (Morton et al., 2002).
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O MAL é um derivado esterificado do ALA, é lipofilico e apresenta maior
seletividade as células neoplasicas, quando comparado ao ALA. A maior
lipofilicidade pode aumentar a eficacia por promover altos niveis de fototoxicidade
induzida por Pp IX (Morton et al., 2002). O MAL é transportado por mecanismo ativo
e, também, por difusdo passiva pela membrana. Esse mecanismo nao requer
energia e nao é saturavel, sendo eficiente principalmente nas células neoplasicas. A
maior seletividade para células tumorais, detectadas por fluorescéncia da Pp IX,
possa ser favorecida pela melhor penetracido, através das membranas celulares
quando comparado ao ALA. Logo apds a penetragdo, o MAL é demetilado em ALA,
e as etapas metabdlicas subsequentes até a produgao da PplIX intramitocondrial sao
as mesmas. O excesso de PplX produzido na mitocéndria se difunde para o reticulo
endoplasmatico e para a membrana plasmatica, que sdo sitios de dano induzido
pela TFD (Kalka et al., 2000; Calzavara-Pinton et al., 2007).

Existem relatos de que o transporte do ALA, mas n&o do MAL, seja mediado
através de transportadores do acido gama-aminobutirico (GABA). A captagao do
GABA nas terminagdes nervosas esta relacionada a percepcao da dor. Isto poderia
explicar os relatos de que MAL-TFD seja menos dolorosa do que ALA-TFD (Langan
e Collins, 2006). O MAL é aprovado para tratamento de QA bem como para
tratamento de CBC na Europa desde 2001. Em 2004 foi aprovado para tratamento
de QA nos EUA, e em 2006, aprovado no Brasil para QA e CBC superficial e
nodular. Atualmente, a MAL-TFD esta aprovada em muitos paises da Europa, Asia e
Américas para QA, CBC e, também, para doenca de Bowen. A TFD com MAL tem
protocolo estabelecido, em que o preparo é realizado com curetagem superficial da
lesdao e aplicacdo do creme por um periodo de 3 horas com curativo oclusivo. Apos

este periodo, a lesdo € iluminada com luz visivel com comprimento de onda
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vermelho (635 nm). Com o objetivo de avaliar eficacia da TFD no tratamento de QA
e CBC, foram realizados varios estudos com acompanhamento de até 5 anos.

(Freeman et al., 2003; Zelickson, 2005).

3.1.3.3 Outros fotossensibilizantes

Os fotossensibilizantes de segunda geragdo tém alto coeficiente de
absorcdo, e absorvem luz com comprimentos de onda no espectro de luz visivel
vermelha (660 — 700 nm) até préximo do infravermelho (700 — 850 nm). No espectro
entre 700- 850 nm, a absorcédo na pele é aproximadamente de 20 mm, tendo maior
capacidade de penetracdo, quando comparado as outras fontes de luz usadas para
ALA ou MAL. Além disso, com este comprimento de onda seria possivel tratar lesdes
pigmentadas, como metastase de melanoma (Kalka et al., 2000).

As clorinas sdo um grupo heterogéneo de porfirinas ou moléculas
semelhantes a clorofila e incluem o derivado da benzoporfirina (BPD), o N-aspertil-
clorina e o tin-etil-etioporpurina). O BPD €& um composto lipofilico com maxima
absor¢cao em 690 nm. Os CBC e carcinoma espinocelular (CEC) representam as
principais indicagbes terapéuticas para esse grupo de medicamentos. De acordo
com a farmacocinética da droga, a irradiagado do tumor pode ser realizada no mesmo
dia da administracido da BPD, apos 30 a 150 minutos da aplicagao endovenosa.
Pela rapida eliminacdo dos tecidos, a fotossensibilidade cutanea dura poucos dias
apos sua administracéo (Kalka et al., 2000).

O N-aspartil-clorina e 6 (NPe6) é um fotossensibilizante sistémico, soluvel
em agua com absorgdo maxima em 664 nm, que penetra na célula via endocitose e

acumula-se predominantemente em lisossomas. A luz deve ser aplicada 4-8 horas
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depois da injecdo. Estudos encorajam seu uso em varias malignidades, incluindo
adenocarcinoma da mama, e CBC e CEC (Kalka et al., 2000).

O tin-etil-etiopurpurina (Sn ET2) € uma molécula similar a clorofila com
excitagdo maxima em 660 nm. A irradiacao deve ser feita 24 - 72 horas depois da
infusdo. O fotossensibilizante é eliminado da pele em poucos dias apds o
tratamento, entretanto reacdes cutaneas podem ocorrer em meses apés a TFD. Sn
Et2 pode ser usado para tratamento de CBC, doenca de Bowen, metastase cutanea,
de cancer de mama e Sarcoma de Kaposi relacionado a AIDS (Kalka et al., 2000).

Os porficenos, isbmeros sintéticos de porfirinas que absorvem a luz entre
550 - 650 nm, levam a remissao do tumor de forma superior a obtida com o Porfimer
sédico (Fritsch et al., 1998).

As fitalocianinas sdo porfirinas sintéticas e possuem absorgao entre 675 —
700 nm. Sao administradas sistemicamente e induzem a fotossensibilidade por 1 — 7
dias, sendo pouco usadas em Dermatologia (Kurwa e Barlow, 1999).

Os fotossenssibilizantes do futuro sdo chamados de substancias de terceira
geragao. Essas estruturas apresentam caracteristicas proprias que as diferenciam
dos primeiros fotossensibilizantes. Entre as novas substancias, esta um grupo que
combina o fotossensibilizante com um anticorpo monoclonal direcionado ao tumor.
Outra nova geracdo combina um fotossensibilizante com uma parte radioativa,
obtendo-se, desta forma, o efeito cumulativo de dano tumoral por TFD e por
radiacao. Neste ultimo caso, o paciente receberia uma dose de radiacdo, podendo
apresentar o risco de mielossupressao. A evolugao dos fotossensibilizantes inclui o
desenvolvimento de substancias que possam atuar especificamente sobre uma
proteina expressa em uma determinada célula tumoral, oferecendo um tratamento

altamente especifico contra um alvo de uma regido anormal. Um proximo passo
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inclui a introducdo de um vetor dentro do tumor, e a criagdo de um
fotossensibilizante destinado a eliminar este vetor. Desta forma, eliminando a
malignidade como uma particula infecciosa. Futuramente, o controle da localizagao
do fotossensibilizante pode permitir a limitacdo da destruicdo celular, sem causar
dano a membrana externa, e sem induzir resposta inflamatéria (Calzavara-Pinton et

al., 2007).

3.1.4 Fontes de luz

Diversas fontes de luz podem ser usadas na TFD topica. A absorgcao
maxima da luz pelas porfirinas esta proxima de 405 nm. Essa faixa de absorgao
maxima € denominada de Soret Band. Outros picos menores de absorcéo,
chamados de Q-bands encontram-se em 510, 545, 580 e 630 nm. Embora as “Q-
bands” sejam 10 a 20 vezes menores do que a Soret Band, a maioria dos estudos
clinicos sé&o realizados com luz de comprimentos entre 625 a 633 nm, que permitem
maior penetracao na pele. Além dos lasers, fontes de luz ndo coerentes sdo usadas
com sucesso. Varios protocolos com diferentes fontes de luz e tempo de aplicagao
do fotossensibilizante tépico sdo descritos na literatura (Kalka et al., 2000).

As fontes de luz disponiveis para TFD pertencem a trés grandes grupos: as
ldmpadas de amplo espectro, as lampadas de diodo e os lasers. As fontes de luz
nao coerentes descritas em estudos clinicos em TFD incluem as lampadas
halégenas projetoras de diapositivos, as lampadas de diodo (LED), e mais
recentemente luz intensa pulsada (LIP) (Zelickson, 2005).

Os lasers e as lampadas nao coerentes sdo capazes de emitir luz com

comprimento de onda coincidente com os picos de absorgdo do agente
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fotossensibilizante escolhido. Muitos estudos, com lampadas n&o coerentes, relatam
excelentes resultados clinicos para TFD em Dermatologia. Atualmente, é enorme a
variedade de equipamentos que emitem luzes n&o coerentes, com espectro de
emissao de luz coincidente com os picos de absorcdo da Pp IX. Apesar da maior
ativacao da Pp IX ocorrer com comprimento de onda azul, a maior penetragao da luz
na pele ocorre com comprimento de onda vermelha, tornando esse comprimento
mais eficaz para TFD toépica, principalmente para tratamento de lesbes mais
profundas (Qiang et al., 2006).

Luz com comprimento de onda de 635 nm é capaz de penetrar na pele em
aproximadamente 6 mm, comparando com 1 a 2 mm do comprimento de onda entre
400-500 nm. A profundidade terapeuticamente efetiva, entretanto, parece estar
proxima de 1-3 mm, quando utilizamos 635 nm. Isto se deve a capacidade de
producao de uma reacgao fotodindmica, a qual dependera da dose de luz e, também,
da quantidade de fotossensibilizante no tecido alvo (Morton, 2004).

As fontes ideais para TFD toépica incluem as que iluminam grandes areas,
capazes de fazer um tratamento de campo. Para destruicido de tecido neoplasico,
utilizando-se uma lampada de luz vermelha de amplo espectro (580-700 nm), uma
dose de luz de 100-150 J/cm? (100-200 mW/cm?) deve ser escolhida. Para uma
emissao de luz de menor espectro de um sistema de LED (com variagdo de 30 nm
no espectro), a dose € muito menor, 37-50 J/icm?. A intensidade da luz ndo deve
exceder 200 mW/cm? para evitar efeitos térmicos. Para tratamento de doencas
inflamatdrias, entretanto, uma dose de luz vermelha de amplo espectro, entre 10-40
Jicm?, com intensidade de luz de 50-70 mW/cm?, é recomendada (Babilas et al.,
2005).

O laser apresenta um comprimento de onda especifico correspondente ao
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pico de absor¢cdo do fotossensibilizante. Sua capacidade de emissdo de luz
monocromatica de alta fluéncia, associada a precisdo do foco, permite tratar
pequenas lesdes, com minimo dano ao tecido ao redor, e em curto intervalo de
tempo. Os lasers sdo necessarios para TFD no tratamento de tumores de 6rgaos
internos ou também sao usados nas investigagdes dos sensibilizantes de segunda
geracgao. Entretanto, para o tratamento de condigdes dermatolégicas com TFD e
sensibilizantes a base de protoporfirinas, os lasers ndo apresentam vantagens sobre
0s equipamentos mais baratos e praticos, como as fontes de luz ndo coerentes.
Esses ultimos conseguem emitir grande campo de irradiagédo, possibilitando tratar
maior area da superficie cutdnea (Qiang et al., 2006; Calzavara-Pinton et al., 2007).
Os chamados lasers de corante (Dye Lasers) sdo os mais utilizados para
TFD, uma vez que podem ser ajustados para produzir comprimentos de onda entre
630-690 nm. Esses Dye Lasers sdo bombeados por um segundo aparelho, que gera
energia para excitar o meio ativado (corante). Lasers como argénio, vapor de cobre,
Neodimio YAG de dupla frequéncia, sao usados com essa fungao. O laser de vapor
de ouro que emite luz em 628 nm, também pode ser usado na TFD (Kalka et al.,

2000; Torezan, 2002).

3.1.5 Mecanismo de acio

A TFD envolve a administragdo de um agente fotossensibilizante em um
tecido tumoral, seguido da ativagao deste agente por uma luz com comprimento de
onda especifico. O tratamento consiste em duas etapas e resulta em uma sequéncia
de processo fotoquimico e fotobiolégico que causa um dano irreversivel do tecido

tumoral (Dougherty et al., 1998). Na primeira etapa, o agente fotossensibilizante
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acumula-se, preferencialmente nas células tumorais apds sua administragao tépica
ou sistémica. Na segunda, o tumor fotossensibilizado € exposto a luz de
comprimento de onda que coincide com o espectro de absorcdo do agente
fotossensibilizante. Este agente ativado transfere energia ao oxigénio molecular,
gerando espécies reativas de oxigénio (ROS)*. A subsequente oxidagao dos lipidios,
aminoacidos e proteinas induzem a necrose e apoptose. Além disso, os ROS,
indiretamente, estimulam a transcricdo e liberacdo de mediadores da inflamacéao
(Calzavara-Pinton et al., 2007).

Durante a TFD, o agente fotossensibilizante ligado ao tumor é ativado na
presenca de luz, saindo do estado de repouso para o estado de ativacdo, chamado
de singlet. Nessa etapa, as moléculas podem retornar ao estado de repouso, por
meio de liberagdo de fétons, ou progredirem na cadeia de reagdes quimicas até
atingirem o estado triplet. No estado triplet, as moléculas podem sofrer dois tipos de
reagdes: na reacgdo tipo |, as moléculas interagem diretamente com substratos
bioldgicos para formar radicais livres; na reagao tipo Il, predominante na TFD, as
moléculas transferem sua energia para o oxigénio intracelular, formando oxigénio
singlet, altamente reativo, induzindo a morte celular. A oxidagdo dos constituintes
celulares pelas espécies reativas de oxigénio danifica as membranas plasmaticas e
as organelas celulares, com subsequente alteracdo de permeabilidade e funcao de
transporte entre os meios intra e extracelular. A inibicdo de enzimas mitocondriais
parece ser o evento chave na morte por TFD (Morton, 2004).

A maioria dos sensibilizantes utilizados em TFD ndo se acumula no nucleo
celular e, por isso, a TFD geralmente tem baixo potencial em causar dano ao DNA,

mutagdes e carcinogénese (Torezan, 2002).

* sera escrito em inglés por nao haver acrénimo consagrado na lingua portuguesa
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Robert Bissonnette colaboradores (Bissonnette et al., 2004a) revisaram a
segurancga e eficacia da TFD-ALA para tratamento QA. O potencial carcinogénico foi
avaliado por estudo em que ratos foram tratados apenas com ALA, apenas com luz
azul ou a associagao de ALA e luz azul, semanalmente, por 10 meses. Apds o
tratamento, a observacado por 2 meses nao revelou aparecimento de tumor cutaneo
em nenhum rato, em nenhum dos protocolos realizados.

Apesar da TFD com ALA ser rotineiramente administrada para o tratamento
de QA, poucos sao os estudos que avaliam os efeitos dessa terapia nas células da
epiderme. Bissonnette e colaboradores (Bissonnette et al., 2004b) estudaram a
influéncia da irradiancia e da dose de luz na localizagao e extensao do fotodano na
pele do rato apés a TFD com ALA. A localizagdo histolégica do fotodano foi
influenciada pela irradiacao e pela dose da luz. Com alta irradiancia e baixa fluéncia,
as células fotodanificadas foram principalmente localizadas na parte superior da
epiderme; enquanto com baixa irradiancia e alta fluéncia, toda a epiderme tornou-se
necrética depois de 24h da exposicao a luz. A intensidade da fluorescéncia de Pp IX
foi similar nas camadas superior e inferior da epiderme duas horas apds injegéao
intraperitoneal de ALA.

Uma resposta apoptotica a TFD foi relatada por Agarwal e colaboradores em
1991 (Agarwal et al.,, 1991). Estudos utilizando microscopia de fluorescéncia
sugerem que a fotossensibilidade mitocondrial seja o principal motivo de morte
celular induzida pela TFD. Independente da exata localizacdo do efeito citotdxico, a
consequéncia é a perda da integridade celular, havendo a liberagcdo de fatores
inflamatdrios e a ativagdo em cascata do sistema complemento. As células malignas
frequentemente deixam de caminhar para a apoptose, como mecanismo de protec¢ao

durante a quimioterapia. A apoptose € 0 mecanismo por onde o organismo inicia
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morte celular através de um processo que é parte de um aparato genético. O
resultado final € a fragmentagdo do DNA nuclear e a dissociagdo da célula em
particulas da membrana e minima liberagdo de produtos inflamatérios. A TFD pode
iniciar diretamente uma resposta apoptética, sem precisar de vias de transdugao de
sinais intermediarios que podem faltar em certas células neoplasicas resistentes a
drogas. A morte celular por TFD nao parece depender da fase do ciclo da célula ou
de fatores genéticos (ex: gen p 53) (Dougherty et al., 1998).

O mecanismo de apoptose depois da TFD vem sendo explicado em relatos
que indicam uma associagao entre fotodano mitocondrial e resposta apoptética.
Sabe-se que a liberacdo de citocromo C e de outros fatores mitocondriais no
citoplasma pode desencadear uma resposta apoptdtica, efeito que também pode ser
produzido pelo aumento da permeabilidade mitocondrial. Quando a TFD atua
diretamente contra sitios sub-celulares que incluem mitocondria, lisossoma, proteina
Bcl-2 e reticulo endoplasmatico ocorre, geralmente, uma resposta apoptotica,
levando a morte celular. Existem relatos de que os fotossensibilizantes que tém
como alvo a membrana plasmatica, levam ao atraso ou inibicdo da apoptose,
mesmo que outros sitios sub-celulares também sejam alvos do fotodano. Estudos
indicam que esses resultados foram associados com fotodano a caspase-3,
principal elemento da fase de execugdo da apoptose (Kessel et al., 1995; Kessel,
2002; Usuda et al., 2003).

A reagao tumoricida, in vivo, depois da TFD é acompanhada por uma
resposta imune complexa. Recentemente, foi demonstrado que a TFD pode modular
a expressao de interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10) nos tumores e nos
tecidos normais in vivo. Os alvos da TFD incluem as células tumorais, a

microvasculatura do leito tumoral, bem como a microvasculatura normal, e os
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sistemas inflamatério e imune do hospedeiro. Parece claro que a combinacédo de
todos esses componentes é necessaria para um controle do tumor a longo prazo. O
dano vascular contribui para o controle do tumor. A falta de oxigénio no tecido
tumoral pode ser um limite para a morte celular através da TFD (Dougherty et al.,
1998).

Através da TFD, um processo iniciado em nivel da membrana plasmatica
envolve transdugao de sinais. Isto inclui a expressao aumentada de proteinas de
stress e ativagao de genes de regulagdo de processo apoptotico e, possivelmente,
uma regulagdo aumentada da expressao de genes de algumas citocinas. A
fotooxidagdo da membrana lipidica ativa as fosfolipases da membrana, ocasionando
a degradagcdo e a liberacdo de fragmentos lipidicos e metabdlitos do acido
aracdonico. Diferencas na natureza e intensidade da reacao inflamatdria entre o
tecido normal e o tecido maligno podem contribuir para a seletividade do dano
tecidual induzido por TFD. A principal caracteristica do processo inflamatério é a
liberacdo de substancias vasoativas, componentes do complemento, proteinases,
peroxidases, citocinas, fatores de crescimento e outros imunorreguladores. A
expressdo do acido ribonucléico mensageiro (mMRNA) de IL-6 foi encontrada em
tumores de ratos tratados com TFD. Existem evidéncias também do aumento da
regulacéo de interleucina 1 beta (IL-1beta), interleucina 2 (IL-2), fator de necrose
tumoral alfa (TNF alfa) e fator estimulador de colénia de granulécito (G-CSF)
(Dougherty et al., 1998).

Alteragbes histopatoldgicas induzidas pela TFD no CBC e na doenga de
Bowen foram relatadas recentemente por Fantini e colaboradores (Fantini et al.,
2008). Relatam que 15 minutos apds a TFD, um dano difuso da epiderme pode ser

observado (edema e vacuolizagdo dos ceratindcitos). A derme superficial e média
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mostrou infiltrado inflamatério misto de polimorfonucleares e mononucluares com
extravasamento de hemaceas. Em ambos os tumores, a completa necrose da
epiderme foi observada depois de 24 horas. A maioria das células neoplasicas
encontra-se danificada (nucleo picnético e citoplasma eosinofilico homogéneo),
neste periodo. Depois de uma semana, a epiderme se regenera. Algumas células
nao danificadas puderam ser detectadas na superficie e na profundidade,
circundadas por intenso infitrado inflamatério, por mecanismo nao esclarecido. Apds,
2, 4 e 8 semanas, uma completa reconstituicao da epiderme e fibrose dérmica foram
encontradas. Um marcador de apoptose, a caspase-3, foi identificado precocemente,
revelando células apoptéticas apos 1 hora da TFD. Essas células apoptéticas
aumentaram em um periodo de até 24 horas apds a terapia. Entretanto, nao
estavam mais presentes apos 48 horas. O estudo sugere que o principal mecanismo
de acao da TFD esta relacionado ao dano citotéxico direto as células malignas. O
envolvimento da apoptose € demonstrado simultaneamente pelo aparecimento de
marcadores histolégicos e imuno-histoquimicos presentes na fase inicial da reagao
fotodinamica. Os autores citam, ainda, que outros estudos n&do mostraram a

presenca de células apoptéticas tdo precocemente.

3.1.6 Aplicacido em Dermatologia

3.1.6.1 Queratose Actinica

A QA pode ser considerada uma lesao pré-maligna, evoluindo para CEC, em
aproximadamente 5% a 20% dos casos, ao longo de 10 a 25 anos, com um indice
de transformagdo anual variando entre 0,25% a 16%. Entre os tratamentos

utilizados, atualmente, estdo a criocirurgia, a curetagem, a eletrocoagulacéo, a
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excisdo cirurgica, a dermo-abrasdo, a quimioterapia, a laserterapia e a TFD
(Braathen et al., 2007).

A TFD para tratamento de QA foi aprovada pelo 6rgao regulatorio
americano, FDA, em 1999. Surge como uma modalidade promissora, uma vez que
apresenta algumas vantagens em relacdo aos métodos anteriores. Em geral, a
utilizagcao da TFD tdpica para tratamento das QA apresenta indice de cura entre 73%
a 100%. Esses resultados sdo semelhantes aos tratamentos convencionais,
entretanto com menos efeitos colaterais € menor tempo de recuperagao (Goldman e
Atkin, 2003; Braathen et al., 2007). A TFD mostra-se eficaz na cura das QA em
varios estudos, que serdo citados a seguir, com tempo rapido de recuperagao
cutanea e excelente resultado cosmético (Marmur et al., 2004).

No tratamento com ALA tépico (ALA-TFD), o fotossensibilizante pode ser
usado em formulacées com creme ou solugao alcodlica. A fonte de luz pode ser um
laser ou uma fonte de luz ndo coerente, como luz visivel de comprimento de onda
azul ou vermelha. ALA associado a luz azul tem se mostrado eficaz no tratamento de
QA multiplas (Piacquadio et al., 2004). Nos estudos iniciais, o ALA deveria
permanecer por um periodo de 14 — 18 horas de incubacgao, antes da iluminagao.
Estudos mais recentes sugerem que um periodo de incubagdo menor que 3 horas
nao mostra diferenga na eficacia e seguranca do tratamento (Alexiades-Armenakas
e Geronemus, 2003). Outros autores citam eficacia também com tempo de
incubagao ainda menor, variando de 30 minutos a uma hora, para o tratamento das
QA (Smith et al., 2003; Touma et al., 2004).

Alguns autores sugerem associagbes da TFD com outras terapias. Gilbert
(Gilbert, 2005) cita a combinagao sequencial de 5-fluorouracil e TFD. Estudo com 15

pacientes apresentando QA multiplas na face mostrou a eficacia da utilizagdo do
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creme de 5-fluorouracil, uma vez a noite, por 5 dias antes da realizacdo da TFD.
Avaliagbes, apdés um més e apds um ano do tratamento, mostraram que 90% das
QA tratadas sofreram remissdo em 14 pacientes. Os autores concluem que a
combinagao de 5-fluoruracil antes de ALA-TFD, usando Luz Intensa Pulsada (IPL), é
uma associacao favoravel no tratamento de QA multiplas.

Estudos com MAL mostram maior penetracdo deste fotossensibilizante no
tecido tumoral, quando comparado ao ALA (Fink-Puches et al., 1998). Um estudo
realizado por Freeman e colaboradores, 2003, mostra a eficacia de TFD com MAL
no tratamento de QA, comparando com a crioterapia e placebo. Concluem que a
TFD com MAL por 3 horas de ocluséo, seguido da iluminagdo com fonte de luz de
570-670 nm de comprimento (dose total de 75 J/cm?), em 2 sessbes com intervalo
de 1 semana, foi 6tima opg¢ao de tratamento. MAL-TFD foi estatisticamente mais
eficaz do que placebo-TFD e mais do que um unico ciclo de congelamento/
descongelamento com spray de nitrogénio liquido (Freeman et al., 2003)

Dragieva e colaboradores (Dragieva et al., 2004) avaliaram a eficacia da
TFD com MAL em pacientes transplantados. O estudo duplo cego com 2 sessdes de
MAL-TFD ou placebo, com intervalo de 1 semana foi realizado em 17 pacientes com
numero total de 129 lesées de QA. A resolugdo completa ou a redugdo do numero
ou tamanho das lesdes ocorreu em até 16 semanas apos o final do tratamento com
MAL-TFD (fonte de luz ndo coerente). Nao houve, entretanto, modificagdo das
lesdes na area tratada com placebo. O estudo conclui que o tratamento com MAL-
TFD é seguro e eficaz no tratamento de QA em pacientes transplantados, podendo
reduzir o risco de transformacao para carcinoma escamoso invasivo. Outros estudos
sobre a eficacia de tratamento e possivel prevencdo do cancer de pele nao

melanoma em pacientes com multiplas lesées vém sendo realizados.
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3.1.6.2 Céancer Cutaneo Nao Melanoma

O CBC é o tumor maligno cutaneo mais comum (70%) na idade adulta, e
esta usualmente localizado em areas expostas ao sol. O tratatamento deve ser
escolhido de acordo com o tipo clinico, tamanho e localizagdo do tumor. Uma grande
variedade de opcdes terapéuticas esta disponivel para tratamento do CBC. Entre
elas, a excisdo cirurgica, eletrocoagulacdo e curetagem, a crioterapia, os
imunomoduladores, os agentes citotoxicos e a radioterapia. A TFD €& uma
modalidade terapéutica recente para tratamento do cancer de pele ndo melanoma, e
pode ser considerada a primeira escolha em muitos casos. Devido a penetracéo
limitada da luz, a espessura do tumor € um parametro determinante de resposta na
TFD. Quando a luz vermelha é utilizada, a espessura do tumor ndo deve exceder 2 a
3 mm para que haja destruicdo completa do tumor. O uso de ALA-TFD para CBC
tem resultados pobres. Melhor resultado é descrito com MAL, possivelmente pela
maior lipofilicidade, maior seletividade e capacidade de penetragao (Szeimies, 2007).

A TFD com MAL e luz vermelha tem eficacia comprovada para essas
indicagdes, alcangando taxa de cura préxima a 95% no CBC superficial, e de 73% a
94% para CBC nodular. A taxa de recidiva para CBC superficial é de
aproximadamente 22%, semelhante a dos tratamentos convencionais, como a
crioterapia, que apresenta taxa de recidiva em torno de 19%. Para CBC nodular, a
taxa de recidiva encontra-se préoxima a 14%, comparada a recidiva de 4% da
cirurgia, tratamento padrdo para CBC nodular. Esses dados estatisticos do
tratamento com MAL-TFD foram realizados por estudos multicéntricos, com grande
namero de pacientes e com duragcao de 5 anos de acompanhamento (Braathen et

al., 2007).
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A taxa de cura para CBC tratado com excisao cirurgica varia de 90 a 98%. A
cirurgia de Mohs tem taxa de cura de 98% - 99%, sendo indicada principalmente nos
casos de dificil tratamento, como para as lesbes que apresentam alta taxa de
recidiva. O tratamento de CBC combinando curetagem e eletrocoagulagao,
particularmente para tumores pequenos (menor do que 2 cm de didmetro) e nao
profundos (menor do que 2 mm de profundidade) apresenta taxa de cura de 90% -
95%. Alguns autores citam taxa de cura para CBC superficial com 5- fluorouracil
entre 86% a 95% sem recorréncia, com acompanhamento de até 5 anos (Fink-
Puches et al., 1998).

A taxa de cura e recorréncia do CBC com TFD tépica varia na literatura.
Uma revisao da literatura sobre laser e ALA-TFD no tratamento de cancer de pele
nao melanoma foi realizada por Marmur e colaboradores (Marmur et al., 2004). Vinte
artigos foram incluidos (10 para CBC, 4 para QA e 6 para CEC). O periodo de
acompanhamento desses doentes foi de 1 a 36 meses. A taxa de cura foi de até
100% para CBC superficial, QA e CEC in situ, e de apenas 8% para CEC invasivo. A
taxa de recorréncia variou de 0% a 31% para CBC superficial, 16% a 31% para QA,
e 0% a 52% para CEC in situ.

Um estudo sobre MAL-TFD para CBC superficial e nodular localizados na
face, tronco e membros, revelou que a taxa de cura de 310 lesbes foi de 89%. O
tratamento com MAL-TFD foi realizado com uma sessao apenas, na maioria dos
casos. A taxa de recorréncia foi de 11% apd6s 35 meses aproximadamente. A taxa de
cura dos 279 CBC superficiais primarios foi de 91%, e para os que ja haviam sido
tratados por outros métodos, ha mais de 6 meses, foi de 71% (Soler et al., 2001).
Outro estudo sobre uso de MAL-TFD para CBC superficial e nodular relata taxa de

cura variando entre 85% a 93% em trés meses para CBC superficial. Com
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acompanhamento de até 60 meses, a taxa de cura da TFD foi de 75%, comparavel a
74% da criocirurgia. Para CBC nodular, a taxa de cura varia de 75% a 82% em trés
meses, e 77% em até 60 meses (Lehmann, 2007).

Fink-Puches e colaboradores (Fink-Puches et al., 1998) avaliaram as
alteragdes clinicas e histolégicas dos canceres cutdaneos nao-melanoma tratados
com ALA-TFD. Usaram ALA a 20% com oclusdo por 4 horas e luz visivel de
diferentes comprimentos de onda. Concluiram que a TFD com ALA e luz visivel tem
taxa de cura baixa quando realizado um acompanhamento a longo prazo para
lesdes superficiais de CBC e CEC. O estudo mostrou, ainda, aumento significativo
de fibrose na derme, depois da ALA-TFD. Entre 15 das 16 lesdes de CBC
examinadas, o limite entre o tecido fibrético e nao fibrético foi mais profundo na
derme do que a maior espessura do tumor antes da terapia. Os autores sugeriram
que a pequena resposta clinica citada ndo pode ser justificada pela penetragéao
insuficiente da terapia, uma vez que a fibrose encontrada na derme como efeito do
ALA-TFD alcangou maior profundidade do que o limite inferior do tecido neoplasico
antes do procedimento. O mecanismo pelo qual a ALA-TFD induz a fibrose
permanece em investigagao.

Em 2004, Itkin e Gilchrest (Itkin e Gilchrest, 2004) relataram o uso de ALA-
TFD com luz azul (410 nm), para tratamento de CBC multiplos em pacientes com
sindrome de Nevo Basocelular. A resposta clinica foi observada em 8 de 9 (89%)
das lesdes de CBC superficiais e 5 de 16 (31%) das lesdes de CBC nodular,
localizadas na face, e 18 de 27 (67%) das lesbes de CBC superficiais localizadas
nos membros inferiores. As 21 lesdes restantes melhoraram parcialmente. Nenhuma
lesdo nova de CBC foi observada na area tratada durante 8 meses de observacgao.

Mais estudos sdo necessarios para confirmar os dados encontrados e sugerem que



29

a TFD possa ser utilizada para tratamento e prevencdo de lesbes em pacientes
portadores da Sindrome do Nevo Basocelular.

Muitos autores enfatizam que as principais vantagens da TFD no tratamento
de neoplasias malignas ndo melanoma sao o significante encurtamento do tempo de
recuperacao, o excelente resultado cosmético, a alta taxa de cura e a taxa de
recorréncia semelhante as relatadas com métodos alternativos a cirurgia. Entre as
principais indicacbes estdo o tratamento de lesdes multiplas, principalmente em
pacientes idosos, para os que apresentam contra-indicagdes para cirurgia, e quando
as lesdes encontram-se em localizagcbes que dificultam a cicatrizacdo. De acordo
com as diretrizes relatadas no artigo de consenso internacional sobre o uso de TFD
para tratamento do cancer de pele ndao melanoma, a MAL-TFD é uma opcéo eficaz
no tratamento do CBC superficial, principalmente para lesdes de grande diametro ou
para multiplas lesées. Também tem mostrado eficacia a longo prazo, com

acompanhamento de 5 anos, no tratamento de CBC nodular (Braathen et al., 2007).

3.1.6.3 Doencas cutaneas nao malignas

3.1.6.3.1 Acne

Embora uma grande variedade de tratamentos orais e tdpicos sejam
disponiveis para o tratamento da acne, alguns pacientes podem n&o responder
adequadamente ou apresentar muitos efeitos colaterais. Para esses pacientes
entdo, as novas modalidades terapéuticas baseadas em luz, como a TFD poderia
ser uma opcao (Elman e Lebzelter, 2004).

O tratamento da acne através de luz € baseado no principio fotobioldgico

comum ao tratamento de outras dermatoses. A bactéria gram positiva microaerdfila
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da pele, Propionibacterium acnes, implicada na etiopatogénese da acne vulgar,
produz substancias fotossensibilizantes (protoporfirina e coproporfirinas) como parte
de seu metabolismo normal. Esses fotossensibilizantes absorvem energia luminosa,
com subsequente desencadeamento de reagdes quimicas nas células (Ashkenazi et
al., 2003). A excitagao de porfirinas por absorgéo de luz, leva a formacao de oxigénio
singlet e de radicais livres. Como o maior pico de absor¢ado de luz pelas porfirinas
endégenas esta no comprimento de luz azul (407-420 nm), as fontes de luz que
usam este espectro estariam indicadas para tratamento da acne. Os mecanismos da
TFD envolvidos no tratamento da acne incluem a fotodestruicdo de P. acnes, a
reducdo do tamanho das glandulas sebaceas e da producdo de sebo, além da
diminui¢cao da hipercornificagao folicular (Katsambas e Dessinioti, 2008).

As primeiras fontes de luz usadas para tratamento da acne eram |lampadas
convencionais. Fototerapia com luz visivel com alta intensidade para acne foi
descrita por Meffert e colaboradores (1990 apud Elman e Lebzelter, 2004) que
utilizaram uma fonte de luz capaz emitir ndo somente de luz visivel, como também
UVA. Outros autores usaram luz com filtro de 390 nm, com picos de 405 e 420 nm
(Elman e Lebzelter, 2004).

Makoto Kimura e colaboradores (Kimura et al., 2004) administraram ALA
sistémico, via oral, na dose de 10 mg/kg e apds 4 horas da administragdo, a area
afetada foi exposta a luz policromatica visivel (proximo de 630nm). Concluiram que o
uso de ALA oral associado a luz visivel policromatica é eficaz para o tratamento da
acne no tronco. Relatam também que fontes de luz policromaticas podem irradiar
grandes areas da superficie cutanea uniformemente, além de terem custo muito
menor quando comparado aos equipamentos de laser. Essas vantagens também

sdo citadas por outros autores (Itoh et al., 2000).
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Outra fonte de luz policromatica como a luz de halogénio (600-700 nm), apds
incubacdo de 4 horas de ALA no tratamento de acne, foi descrita por Itoh e
colaboradores (ltoh et al., 2001). Neste estudo, todos os 13 pacientes apresentavam
acne vulgar de dificil tratamento, e obtiveram melhora das lesdes com
acompanhamento de até 6 meses. Entre os efeitos colaterais foram citados
desconforto, queimacéo, eritema e edema por 3 dias.

Alguns artigos citam o uso isolado da luz azul, e outros comparam o maior
beneficio de ALA associado a luz azul quando comparado a luz azul sem aplicacao
prévia do fotossensibilizante. O tempo de incubag¢ao do ALA é variavel nos estudos,
entre 15 minutos a 3 horas (Futsaether et al., 1995; Taub, 2004a; Tzung et al.,
2004).

Wichai Hongcharu e colaboradores (Hongcharu et al., 2000) estudaram
clinica e histologicamente pacientes com acne no dorso. Dividiram o dorso em
quatro areas de tratamentos diferentes, uma delas com ALA 20% e luz vermelha,
outra apenas com ALA, outra com luz vermelha isolada, e outro sitio de controle sem
tratamento. O ALA foi ocluido por 3 horas e a fonte luz usada tinha comprimento de
onda 550-700nm. Foram realizados tratamentos uma vez por semana, por quatro
semanas. A area tratada com ALA e luz vermelha apresentou foliculite acneiforme
transitoria. A acne inflamatdria melhorou significativamente em até 20 semanas apos
tratamento. Histologicamente, as glandulas sebaceas apresentaram alteragéo
estrutural com diminui¢do no tamanho, 20 semanas apos a TFD. Além de esfoliagao
e crostas, os autores observaram hiperpigmentacéao transitéria. Concluiram que ALA
e luz vermelha foram eficazes no tratamento de acne vulgar, causando
fototoxicidade aos foliculos sebaceos, com prolongada supressdao da fungéo

sebacea. Outros estudos confirmam esses dados (Pollock et al., 2004).
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Muitos estudos relatam a melhora da acne com TFD usando luz visivel, mas
o primeiro estudo, comparando dois fotossensibilizantes ALA e MAL, foi relatado em
2006. Estudo duplo cego com quinze pacientes apresentando acne facial que foram
tratados com ALA 20% em creme manipulado (produto ndo industrializado) ou MAL
(produto industrializado) em cada hemiface, de forma aleatéria. Ambos os lados
foram irradiados com luz vermelha apds 3 horas de oclusao dos fotossensibilizantes.
Doze semanas depois do tratamento, houve melhora de 59% das lesbes
inflamatdrias, sem diferenca estatistica entre os dois fotossensibilizantes. Cerca de
75% dos pacientes tratados com ALA, e 83% dos pacientes tratados com MAL
tiveram melhora de leve a moderada. Doze pacientes apresentaram maior
intensidade dos efeitos colaterais como dor, eritema, erupgdes pustulosas e
esfoliacdo, no lado tratado com ALA. Foi sugerido pelos autores que a reagéo
adversa mais acentuada no lado onde foi aplicado o ALA possa ser devido ao maior
acumulo de Pp IX na pele normal do que no lado onde foi aplicado o MAL (Wiegell e
Waulf, 2006).

O uso de LIP também tem sido descrito como eficaz para tratamento de
acne. O tempo de incubagao do ALA pode ser menor, o que se denomina tratamento
de contato curto, por um periodo de 30 minutos a 1 hora (Gold et al., 2004b).

Alexiades-Armenakas (Alexiades-Armenakas, 2006) relatou que o uso da
TFD com PDL (595 nm) e ALA parece seguro e eficaz no tratamento de acne
recalcitrante comedoniana, inflamatéria ou cistica de diferentes graus de gravidade.
A TFD com ALA-PDL pode ser considerada uma alternativa importante ao uso de
isotretinoina. Através dessa técnica, poucos efeitos colaterais foram relatados e uma

manutencdo da melhora obtida foi acompanhada por 6 meses.
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3.1.6.3.2 Pele Fotodanificada

A exposi¢cao a radiagcado ultravioleta € a principal causa de desordens
cutdneas como queimadura solar, fotodano e cancer de pele. Atualmente, parece
claro que a exposicdo a radiagdo ultravioleta (UV) ocorre predominantemente
durante as circunstancias diarias, com exposi¢cao adicional no periodo de férias. Sob
exposicao a luz, uma cascata de reagdes quimicas e biologicas fotoinduzidas ocorre
no tecido alvo (Cesarini et al., 2003).

Os sinais visiveis da pele fotodanificada sdo caracterizados por rugas,
textura aspera da pele, alteracdo de pigmentacdo, telangiectasias e, em alguns
casos, as QA e carcinomas (CBC e CEC) (Ruiz-Rodriguez et al., 2002). O
fotorejuvenescimento envolve o uso de uma fonte de luz (laser ou nao) para reverter
os sinais do fotoenvelhecimento (Avram e Goldman, 2004).

Na ultima década, terapias a base de luz tém se tornado tratamento popular
em dermatologia para controle de algumas doengas e também para procedimentos
cosméticos, como o rejuvenescimento. Recentemente, novos equipamentos
conseguiram atuar nas anormalidades pigmentares e/ou vasculares, e induzir a
sintese de colageno sem danificar significativamente a epiderme e derme. Esses
novos procedimentos ndo ablativos sdo melhor tolerados e levam a um menor tempo
de recuperacédo do paciente. Exemplos dessas novas tecnologias incluem a LIP, o
laser de corante (Pulsed Dye Laser-PDL), laser de Neodimium: yttrium aluminium
garnet - Nd:Yag 1320 nm) e Erbium: yttrium aluminium garnet - Er:Yag),
radiofrequéncia (RF), as lampadas de diodo (light-emitting diodes - LED) e,
recentemente, a TFD, usando diferentes comprimentos de onda (Nestor, 2004).

Atualmente, a TFD, apesar de ainda nao ser aprovada pelo FDA, vem sendo
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usada no tratamento de doengas nao malignas, como acne e fotoenvelhecimento.
As fontes de luz usadas na TFD, para essas indicagdes, incluem lampadas que
emitem luz visivel de amplo espectro, luz vermelha, azul, laser de argénio, PDL e
LIP (Touma e Gilchrest, 2003).

A LIP no tratamento do fotoenvelhecimento é capaz de melhorar cada
diferente componente do fotodano, exceto as QA. A associacdo de um
fotossensibilizante, como ALA ou MAL, ao equipamento de LIP sera, entdo, capaz
de tratar todos os componentes da pele fotodanificada. Muitos artigos citam a
utilizacao de LIP, como fonte de luz, para tratamento da pele fotodanificada através
da TFD (Gold et al., 2006). Mesmo quando o fotossensibilizante € usado apenas
sobre a lesdo de QA é possivel observar a melhora da pele ao redor da leséo
(Touma e Gilchrest, 2003).

Ruiz-Rodriguez e colaboradores (Ruiz-Rodriguez et al., 2002) relataram o
uso de ALA a 20% por 4 horas de incubagéao e LIP (filtro de 615 nm) para QA em 17
pacientes com pele fotodanificada. Os pacientes receberam 2 tratamentos com
intervalo de 1 més. Trinta e trés das 38 lesdes de QA (91%) foram resolvidas, com
acompanhamento de 3 meses.

Key (Key, 2005) avaliou o uso de TFD tépica para tratamento do
fotoenvelhecimento e observou a reversao das alteragdes da pele fotodanificada,
com melhora de rugas finas, textura, QA e pigmentagdo com a combinacédo de ALA
e PDL.

David Avram e Mitchel Goldman (Avram e Goldman, 2004) citaram cura de
68% das QA depois de uma sessao de ALA — LIP, associado a melhora de 55% das
telangiectasias e 48% das alteragdes pigmentares e 25% na aspereza da pele com

acompanhamento de 3 meses. Porém, o tempo de acompanhamento curto apds o
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tratamento das QA com ALA-LIP pode levar a uma falsa seguranga e eficacia do
método. E citada na literatura a necessidade de acompanhamento por um periodo
entre 1 a 3 anos ap6s TFD, que corresponde ao periodo de recorréncia das QA apoés
o tratamento com terapias-padrdo, como o uso de 5-fluorouracil tépico (Ruiz-
Rodriguez et al., 2002).

Tina Alster e colaboradores (Alster et al., 2005) publicaram o primeiro artigo
comparando o uso de ALA e LIP e LIP isolado em metade da face para tratamento
do rejuvenescimento. Relataram que a combinagédo ALA - LIP é seguro e mais eficaz
para o tratamento de rejuvenescimento quando comparado LIP isolado, sem

aplicagao prévia do fotossensibilizante.

3.1.6.3.3 Outras dermatoses

Além do tratamento do cancer de pele ndo melanoma, outras indica¢gdes da
TFD sao divididas por categorias em: outras neoplasias (dermatolégicas e néao
dermatoldgicas), doencgas inflamatdrias e imunoldgicas, doencas infecciosas, e
grupo das miscelaneas (Taub, 2007). Entre as dermatoses neoplasicas, esta o
linfoma cutaneo. Entre as indicagdes infecciosas, estao as verrugas virais, e entre as
inflamatodrias, a psoriase e a esclerodermia (Welch e Kelly, 2005). Algumas dessas
indicacdes serao descritas a seguir.

Avaliagcbées da TFD em linfomas cutaneos incluem um estudo piloto com trés
pacientes portadores de linfoma cutédneo de células B. Foi avaliado o uso de ALA (4
horas) em 2 casos, e MAL (3 horas sob oclusdo) em outro. A irradiagao foi feita com
luz vermelha de 630 nm (37 J/cm?) para ambos fotossensibilizantes. O paciente que
fez uso de MAL foi submetido a uma segunda sessao com intervalo de uma semana,

como preconizado pelo protocolo desse fotossensibilizante. Todos os pacientes



36

apresentaram melhora clinica e confirmacgao histolégica uma semana apds o final do
tratamento. O acompanhamento clinico foi realizado por um periodo de 24 meses.
Os autores concluiram que a TFD foi eficaz no tratamento do linfoma cutdneo de
células B indolentes com placas localizadas e superficiais, como alternativa a
radioterapia. Entretanto, estudos com maior numero de pacientes sdo necessarios.
(Mori et al., 2006). Alguns autores descreveram cura completa de lesdes limitadas
de micose fungéide com TFD tdpica com tempo de acompanhamento de 4 a 33
meses, sem recorréncia. Enfatizaram, porém, a necessidade de mais estudos sobre
esse tema (Welch e Kelly, 2005).

A utilizagcdo de TFD para hiperplasia sebacea, dermatite perioral e
hidrosadenite supurativa também ¢é relatada (Katz e Patel, 2006; Richey e Hopson,
2006). Michael Gold e colaboradores (Gold et al., 2004a) relataram melhora de 75 —
100% em 4 pacientes com hidrosadenite ndo responsivos a outros tratamentos.
Realizaram 4 tratamentos com ALA por 30 minutos e luz azul, com intervalo de 1 a 2
semanas, e tiveram acompanhamento por 3 meses. A hiperplasia sebacea, uma
proliferacdo benigna das glandulas sebaceas, ocorre como consequéncia do
envelhecimento cutdneo, por exposicdo a radiacdo ultravioleta e por
imunossupressdo. Um estudo em transplantados renais, pacientes suscetiveis a
hiperplasia sebacea, particularmente na face, relata que a TFD pode ser uma
alternativa segura e eficaz. A TFD foi realizada com duas sessdes de MAL (3 horas
de oclusao) e luz vermelha, com intervalo de 3 semanas (Perrett et al., 2006).

O potencial mecanismo para o uso de TFD em hiperplasia sebacea e acne é
baseado na captacao do fotossensibilizante na glandula sebacea, com consequente
destruicdo dessas. A TFD com ALA por 45-60 minutos seguido de ativagao por luz

azul (8-12 minutos) pode ser uma alternativa para o tratamento das hiperplasias
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sebaceas. Em média 4 tratamentos com intervalo de 4 semanas podem levar a
melhora de 70% das lesbes em até 6 meses de acompanhamento. Outra fonte de
luz, a PDL com 595 nm, apds uma hora de ALA é descrita como opc¢ao eficaz no
tratamento da hiperplasia sebacea. Entretanto, com menor nimero de sessdes e
menor efeito colateral (eritema, edema transitério e crostas focais) (Alster e Tanzi,
2003; Richey e Hopson, 2004).

Herzinger e colaboradores (Herzinger et al., 2006) relataram o uso de ALA
20% e PDL de argbnio em nove pacientes com condiloma genital e sugeriram que a
TFD nao deva ser recomendada como primeira linha de tratamento para essa
dermatose. Entretanto, pode ser uma terapia alternativa para pacientes que
apresentaram falha terapéutica com os tratamentos convencionais.

Recentemente, foi relatado o uso de TFD para tratamento de melasma.
Apesar do mecanismo nao elucidado, os autores relataram melhora em um paciente
com uso de ALA 20% e luz visivel azul (10J/cm?) e descreveram o efeito peeling,
como possivel mecanismo de agao. Concluiram que ALA-TFD com luz azul pode ser
uma alternativa para melasma, mas que outros estudos com numero maior de
pacientes e com outras fontes de luz sdo necessarios (Marcus, 2006).

Michael Gold (Gold, 2007) lembra que, apesar de muitas novas
possibilidades terapéuticas tenham sido decritas, o caminho futuro da TFD, inclui
principalmente pesquisas sobre o desempenho da TFD na quimioprevencdo. Em
particular importancia esta a indicagao da TFD para pacientes com multiplas lesdes
de QA, ou em imunossuprimidos. Ainda nao existe um protocolo definido, quanto ao
numero de sessbdes ou quanto ao intervalo entre elas, na quimioprevencdo do
cancer de pele ndao melanoma em indviduos sadios e em pacientes

imunossuprimidos.
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3.1.7 Efeitos adversos

Em contraste com as terapias convencionais de tratamento contra cancer, a
TFD tem poucos efeitos colaterais e sao de carater transitério. Durante exposi¢ao a
luz, os pacientes podem apresentar dor tipo queimacéao, sensacdo de ardéncia ou
prurido restrito a area tratada. O desconforto tem inicio em minutos apds o inicio da
irradiagcéo, diminuindo em alguns minutos depois do final da iluminagéo, refletindo o
estimulo nervoso e/ou o dano tecidual pelo oxigénio reativo. Ocasionalmente a dor
continua por algumas horas e diminui com o tempo. Geralmente, a TFD topica com
uso de ALA ou MAL para QA, CBC e doenca de Bowen ndo requer o uso de
analgesia. Eritema e edema podem ser tratados com corticdide topico ou,
eventualmente, sistémico. O curso normal ocorre com crostas, descamacado e
prurido, em torno de 2-8 semanas. Fotofobia e desconforto ocular podem ocorrer. As
discromias, tanto a hipocromia quanto a hipercromia s&o, geralmente, reversiveis em
alguns meses. Bolhas, ulceras ou necrose sao raras, sugerindo dose alta de
energia, com fototoxicidade (Zelickson, 2005). Stender e Wulf (1996 apud Kalka et
al., 2000) relataram fénomeno de Koebner na area tratada e exarcebacado de
psoriase apos o uso de ALA tdpico para cancer de pele ndo melanoma. A
fotoprotecao quimica e fisica € recomendada pos-tratamento (Zelickson, 2005).

Com relacao aos fotossensibilizantes sistémicos, a fossensibilidade cutanea
generalizada é o principal efeito colateral. O HpD pode causar nausea, vémito, gosto
metalico e toxicidade hepatica. Outros efeitos indesejaveis, como as cicatrizes, tém
sido relatados com o uso de porfirmer sédico para tratamento de Sacoma de Kaposi.
Npe 6 endovenoso pode levar a exsudacao serosanguinolenta no sitio tratado, além

de nausea, prurido, cefaléia, diarréia, tontura. O ALA pode levar a nausea e vémito
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em 7% a 19%, e também a alteragbes transitérias de enzimas hepaticas. Abranson,
Alui e Mullody (1993 apud Kalka et al., 2000) descreveram exacerbag¢ao de lupus
eritematoso sistémico depois de exposi¢cao a luz de amplo espectro com HpD em
papilomas laringeos. Em adigdo, a reagéo alérgica aos fotossensibilizadores ou aos
veiculos deve ser considerada. Wooten e colaboradores (1988 apud Kalka et al.,

2000) observaram urticaria transitoria durante infusdo com HPD (Kalka et al., 2000).

3.2 Fotoenvelhecimento

3.2.1 Conceito

A pele humana, como outros 6rgaos, caminha para o envelhecimento.
Entretanto, diferente desses 6rgaos, a pele estd em contato direto com o0 meio
ambiente e, por este motivo, envelhece também como consequéncia dos danos
ambientais (Fisher et al., 2002). O envelhecimento cutdneo € um processo continuo
que afeta a funcdo da pele e sua aparéncia. Porém, nem todos os individuos
envelhecem com a mesma velocidade. Alguns individuos parecem mais velhos do
que sua idade cronolégica e outros mais jovens. Fatores intrinsecos e ambientais,
bem como o estilo de vida do paciente, contribuem com o envelhecimento da pele. A
exposicao solar crénica tem sido identificada como uma das injurias ambientais mais
importantes. Entretanto, o envelhecimento prematuro da pele pode ser observado
em algumas doencgas hereditarias, associadas a defeitos genéticos envolvidos no
reparo do dano ao DNA (Guinot et al., 2002).

Existem dois processos que levam as alteragdes cutaneas associadas ao
envelhecimento: o intrinseco e o extrinseco. O envelhecimento cronolégico

(intrinseco) afeta a pele de modo similar aos outros 6rgaos. A agéo sobreposta de
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fatores ambientais ao processo inato é responsavel pelo envelhecimento extrinseco.
A foto-oxidacao induzida pela radiacdo UV é o principal fator envolvido no dano do
tecido conectivo da pele. Existem evidéncias de que os processos de
envelhecimento intrinseco e extrinseco tém, ao menos em parte, mecanismos
bioldgicos, bioquimicos e moleculares em comum (Naderi-Hachtroudi et al, 2002).
As agressdes externas do meio ambiente, como radiagcdo UV, fumo, vento e
exposi¢coes a agentes quimicos estdo envolvidas no processo de envelhecimento
extrinseco (Elson, 1995; Gendler, 1997; Manela-Azulay, 2003).

As alteragbes clinicas na pele cronologicamente envelhecida incluem
flacidez, rugas finas e palidez cutédnea. Outros achados clinicos como aspereza,
pigmentacdo irregular, telangiectasias, rugas profundas e neoplasias estao
presentes na pele fotodanificada (Gilchrest, 1989; Oikarinen, 1990; Chung et al.,
2001; Manela-Azulay, 2006). Entre as modificacbes epidérmicas, as mais
proeminentes sao as alteragbes de pigmentagdo. Entretanto, as alteragdes mais
importantes do fotoenvelhecimento ocorrem na derme (Kligman, 1996; Scharffetter-

Kochanek et al., 1997).

3.2.2 Classificacdo do envelhecimento

Ha alguns anos, Dr. Richard Glogau criou uma classificagdo que auxilia o
dermatologista a direcionar melhor o tratamento da face envelhecida. A classificagéo
é dividida em quatro categorias e se baseia na idade e gravidade das mudancgas
ocorridas na pele (Glogau, 1996)

»  GRUPO I: Sem rugas

v" Fotoenvelhecimento leve (28-35 anos)



v

v

v
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Discretas alteracdes pigmentares
Ritides minimas

Necessidade de pouca ou nenhuma maquiagem

GRUPO II: Rugas com movimento

v

v

v

v

Fotoenvelhecimento moderado (35 a 50 anos)
Lentigo solar
Ceratoses palpaveis, mas nao visiveis

Pouca maquiagem

GRUPO llI: Rugas em repouso

v

v

Fotoenvelhecimento avangado (50-60 anos)
Discromias, telangiectasias

Ceratoses visiveis

Rugas mesmo quando em repouso

Muita maquiagem

GRUPO IV: Somente rugas

v

v

Fotoenvelhecimento grave (acima de 65 anos)
Cor amarela-acinzentado da pele

Ceratoses e cancer de pele

Rugas por toda a parte, sem pele normal

A maquiagem n&o consegue cobrir as lesdes
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3.2.3 Etiopatogenia

3.2.3.1 Matriz Extracelular

Para entendermos melhor os mecanismos envolvidos na patogénese do
envelhecimento, faz-se necessario uma breve revisdo sobre MEC do tecido
conjuntivo da derme.

A MEC foi considerada uma substancia inerte durante varias décadas.
Acreditava-se que tivesse como fungdes apenas manter os tecidos unidos e dar
suporte as células. Atualmente, sabe-se que a MEC compreende um conjunto de
estruturas moleculares, formado por proteinas colagénicas e ndo colagénicas que
estdo em constante equilibrio dinamico. Seus componentes e suas interagdes criam
um ambiente necessario para modular o comportamento celular, permitindo a
manutencédo das propriedades normais do tecido e sua remodelagdo (Brew et al.,
2000). Trés grandes familias de macromoléculas extracelulares constituem a MEC:
as proteinas fibrosas (colageno e a elastina); os proteoglicanos; e as proteinas
adesivas e anti-adesivas (Almeida, 2008).

O colageno, nome genérico da familia de proteinas que representa o
principal componente fibroso da pele, € extremamente resistente a degradagao por
enzimas proteoliticas, exceto a colagenase. Onze tipos de colageno ja foram
detectados na pele humana. Cada tipo de colageno tem um papel funcional dentro
da distribuigdo compartimental da pele. O colageno tipo I, principal constituinte do
tecido conectivo intersticial, € responsavel pela estabilidade e forga tensora da
derme. Predomina na pele humana adulta e compreende 80% do colageno total. O
colageno tipo lll esta presente em menor quantidade e esta associado ao colageno

tipo | para formar uma rede, compreende 10% do colageno dérmico total e tém
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propriedades tensoras adicionais. O colageno IV é o principal constituinte da
membrana basal da juncdo dermo-epidérmica. Na membrana basal podemos
encontrar além do colageno 1V, os colagenos VIl (fibrilas de ancoragem), XVII, e o
colageno XV (colageno transmembrana). Os fibroblastos sdo a maior fonte de
proteinas para a recomposi¢cao da MEC (Uitto e Kouba, 2000).

A elasticidade dos tecidos é mantida pelas fibras elasticas. Consistem
morfologicamente de dois componentes distintos (elastina e microfibrilas). Entre as
proteinas que constituem as microfibrilas estdo as fibrilinas e as glicoproteinas
microfibrilares (Ohnishi et al., 2000). Sdo produzidas e secretadas principalmente
pelos fibroblastos. O sistema elastico tem papel na manutencdo da arquitetura da
pele, particularmente da jungcdo dermo-epidérmica, fazendo parte do sistema de
ancoragem (Cotta-Pereira et al., 1976).

Os proteoglicanos, também conhecidos como mucopolissacarideos,
constituem uma familia com ao menos 30 moléculas, que apresentam um core
protéico e estdo ligados as cadeias de carboidratos, denominadas
glicosaminoglicanos (GAGs). Os principais tipos de GAGs identificados s&o: acido
hialurénico, condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato, queratan sulfato e
heparina. Na pele humana encontramos principalmente o acido hialurénico e
proteoglicanos que contém dermatan sulfato. Os proteglicanos modulam o processo
de agrupamento das fibras colagenas, tém a capacidade de se ligar a fibronectina e
a laminina, e contribuem para a manutencdo da hidratacdo dos tecidos e da
arquitetura da MEC. Também estdo envolvidos com o comportamento celular por
sua relagdo com fatores de crescimento e citocinas (Uitto et al., 1989).

Entre as proteinas adesivas estao a fibronectina, a tenascina e a laminina.

Essas proteinas se ligam as superficies celulares, ao colageno e aos proteoglicanos,
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mantendo a unido dos componentes da MEC com as células. A principal molécula
adesiva do tecido conjuntivo € a fibronectina. Predomina na pele humana, sendo
produzida por fibroblastos e ceratindcitos. A tenascina é expressa transitoriamente
durante a embriogénese. No adulto, € encontrada no pericondrio e peridsteo,
ligamentos, tenddes e jungbes miotendinosas. Nos processos de cicatrizagdo de
feridas, a tenascina ¢é expressa transitoriamente. O fator de crescimento
transformante beta (TGF-B)ja foi identificado como indutor da expressao dessa
proteina. A laminina € uma molécula adesiva produzida pelas células epiteliais da
camada basal. O receptor de laminina na superficie celular liga-se ao colageno IV da
membrana basal (Chiquet-Ehrismann, 1990).

E sabido que a interacdo das células com a MEC tem efeitos importantes em
grande numero de processos biolégicos, como angiogénese, tumorigénese, e
metabolismo da prépria MEC (Pazos e Nader, 2007).

O tecido conjuntivo € mantido em condigbes normais através de um controle
entre a degradagéo das proteinas da MEC e a sintese de novos componentes. Trés
grandes familias de proteases sao envolvidas neste processo: as serinaproteinases
(plasmina), as cisteinaproteinases (catepsina B) e as MMPs. Essas ultimas, também
chamadas de matrixinas, sdo as principais enzimas degradadoras da MEC (Mauch
et al., 1988; Nagase e Woessner, 1999; Nagase et al., 2006).

As MMPs sao enzimas proteoliticas envolvidas no processo de remodelagio
tecidual relacionado a doenca ou ao tecido normal. Dividem propriedades estruturais
e funcionais, mas diferem quanto a especificidade do substrato (Mauch et al., 1988).
Mais de 20 matrixinas ja foram descritas e podem ser divididas em subclasses.
Estudos bioquimicos dividem os principais grupos de MMPs em colagenases

especificas (intersticiais), estromelisinas, estromelisinas-simile (matrilisinas),
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gelatinases, e tipo membranar.

As colagenases especificas (MMP-1, MMP-8, MMP-13) clivam
principalmente os colagenos | e lll. A MMP 13 (colagenase 3) cliva também colageno
IV, IX, X, XIV, fibronectina, laminina e tenascina (Mauch et al., 1988). E expressa
durante o desenvolvimento fetal nos condrécitos hipertroficos e osteoblastos, mas
nao & expressa na pele do adulto (Kahari e Saarialho-Kere, 1997; Culhaci et al.,
2004). E estimulada em fibroblastos dérmicos durante a remodelacdo associada a
cicatrizagao, e esta presente em ulceras crénicas. (Vaalamo et al., 1997). A MMP-1
€ observada a partir do terceiro més da vida fetal nos ceratindcitos basais da
epiderme e fibroblastos dérmicos, bem como nas células ao redor dos foliculos
pilosos, diminuindo gradativamente com o desenvolvimento. No adulto, a MMP-1
nao é expressa na epiderme intacta, porém pode ser expressa ocasionalmente por
fibroblastos da derme reticular. E responsavel pela degradacdo do colageno |,
(Kahari e Saarialho-Kere, 1997). Estd aumentada na radiagdo por UV e na TFD
(Karrer et al., 2004).

As estromelisinas (MMP-3, MMP-10, MMP-11) degradam colageno IV e
catalizam a degradacéo de varios componentes da MEC, incluindo o core protéico
de proteoglicanos, fibronectina, laminina, gelatinas, bem como substratos néao
matriciais, como o precursor do TNF- a.. As estromelisinas, a MMP-7 (matrilisina), a
MMP-12 (metaloelastase) e as gelatinases (MMP-2 e MMP-9) sdo as MMPs mais
ativas sobre as fibras elasticas (Patroi et al., 2003).

As matrilisinas (MMP-7, MMP-26) tém substratos similares as
estromelisinas, degradando ndo somente a elastina, como também o colageno IV, os
proteoglicanos, a fibronectina e a laminina. A MMP-12, produzida principalmente

pelos macrofagos, € a principal enzima ativa contra elastina (Suomela et al., 2001).
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As colagenases tipo IV de 72 kDa (gelatinases A ou MMP-2) e de 92 kDa
(gelatinase B ou MMP-9) degradam os colagenos tipo IV, V, VII, X, XI, e também o
colageno desnaturado, chamado de gelatina. Essas gelatinases completam a
degradacgao dos produtos gelatinosos de clivagem da colagenase intersticial (Mauch
et al., 1988). A MMP-2 é expressa por fibroblastos dérmicos e por ceratinécitos da
camada basal da epiderme, na pele do adulto. A MMP-9 é observada nas células
mesenquimais da derme superior na pele fetal, enquanto no adulto é expressa na
epiderme. E produzida por ceratindcitos, macréfagos e células malignas, e é
estocada nos granulos de neutréfilos e eosindfilos (Karelina et al., 1993; Kahari e
Saarialho-Kere, 1997; Ohnishi et al., 2000). E descrito que a MMP-9, secretada por
ceratinécitos, tem funcéo na cicatrizagao de feridas e na apoptose induzida por UVB.
O fator de crescimento epidérmico, também envolvido na cicatrizagdo, induz
producdo de MMP-9 pelos ceratinécitos. Tanto a MMP-2 quanto a MMP-9 séao
secretadas por fibroblastos quando estimulados por TGF-beta e TNF-alfa, entretanto
na auséncia de citocinas, os fibroblastos secretam apenas a MMP-2 (Quadro 1)

(Kobayashi et al., 2003).
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Metaloproteinases

Substratos na pele

Atividade Enzimatica das MMPs

AlteracBGes Dermatoldgicas | TFD
MMP-1 Colagenos I e Ill Aumentada no Aumentada
fotoenvelhecimento
Colageno IV, V, VII, X, Aumentada no
MMP-2 Xl, gelatina, fibras fotoenvelhecimento e em
elasticas tumores
Colageno 1V,
MMP-3 proteoglicanos, Aumentada no Aumentada
fibronectina, laminina, fotoenvelhecimento
gelatina, TNF-alfa
Fibras elasticas,
colageno 1V, Aumentada no
MMP-7 . .
proteoglicanos, fotoenvelhecimento
fibronectina, laminina
MMP-8 Colageno I e II Aumentada no
fotoenvelhecimento
Colageno IV, V, VII, X, Aumentada no Aumentada
MMP-9 XI, gelatina, fibras fotoenvelhecimento e em
e (ratos)
elasticas tumores
Colageno 1V,
MMP-10 proteoglicanos,
fibronectina, laminina,
gelatina, TNF-alfa
Colageno 1V,
MMP-11 proteoglicanos,
fibronectina, laminina,
gelatina, TNF-alfa
MMP-12 Fibras elasticas Aumentada no
fotoenvelhecimento
Colagenos I, I, 1V, IX; ] Aumentada em ulceras
MMP-13 X, XIV, fibronectina, crbnicas, cicatrizagao de

laminina, tenascina

feridas e fotoenvelhecimento

Quadro 1 Atividade das MMPs nas alteragbes dermatolégicas € na TFD

In vivo, as MMPs n&o sao estocadas nas células da pele, exceto MMP-7,

MMP-8, MMP-9, sendo sintetizadas tdo logo haja sinalizagdo (Mauch et al., 1988;

Brew et al., 2000). A expressao da maioria das MMPs é regulada por fatores de
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crescimento, horménios, citocinas, interagdes célula-MEC e célula-célula. A
expressdo das MMPs nos fibroblastos pode ser inibida pelo TGF- e pelo acido
retindico. O TGF-3 € considerado fibrogénico ndo somente por reprimir a expressao
de MMP-1 em fibroblastos, mas também por estimular a producao TIMP-1 e de
proteinas estruturais da MEC. Em ceratindcitos, porém, o TGF-p estimula a
producado de MMP-1 (Mauch et al., 1988; Brew et al., 2000).

O controle da degradagao do tecido conjuntivo é regulado pela quantidade
de MMPs e de TIMPs (Mauch et al., 1988). Até o momento sdo conhecidas as TIMP-
1, -2, -3, -4 (Brew et al., 2000). A TIMP-1 se liga a todas as MMPs ativas, mas inibe
preferencialmente as colagenases especificas. E expressa por fibroblastos dérmicos
e, esporadicamente, nas glandulas sebaceas e foliculos pilosos da pele normal
(Kahari e Saarialho-Kere, 1997). A TIMP-2 é mais eficiente que TIMP-1 contra a
MMP-2 (Mauch et al., 1988). E secretada por fibroblastos, ceratinécitos e células
endoteliais (O'Grady et al., 2007). Apesar da denominagéao, os inibidores de MMPs
nao estdo envolvidos somente na inibicdo dessas enzimas. Possuem varias funcdes
biolégicas, fisiolégicas e bioquimicas, que incluem inibicdo das MMPs ativas,
promogao do crescimento celular, inibicdo da angiogénese e indugdo da apoptose.
As atividades biolodgicas dos TIMPs sdo independentes da sua atividade inibitoria. A
superexpressao destes inibidores (TIMP-1, -2, -3) reduz o crescimento tumoral

(Nagase e Woessner, 1999; Brew et al., 2000).

3.2.3.2 Mecanismos Etiopatogénicos

Entre os efeitos da radiagcao solar prolongada estdo a imunossupressao € o

cancer de pele. Mais recentemente, o envelhecimento cutdaneo, como consequéncia
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da radiacdo UVA e UVB, tem sido bem documentado (Brenneisen et al., 2002).
Durante as ultimas décadas, houve um progresso no entendimento dos mecanismos
celulares e moleculares envolvidos no envelhecimento cronoldégico e no
fotoenvelhecimento. Informacbes recentes revelam que os dois tipos de
envelhecimento compartilham mecanismos moleculares fundamentais. Essa
convergéncia de mecanismos desperta novas oportunidades no desenvolvimento de
terapias antienvelhecimento (Fisher et al., 2002).

Jin Ho Chung e colaboradores (Chung et al., 2001) estudaram a modulagao
do metabolismo do colageno na pele envelhecida cronologicamente e na pele
fotoenvelhecida, in vivo. Os resultados sugeriram que no processo de
envelhecimento natural, a sintese de colageno diminui, e a expressdao de MMPs
aumenta. Enquanto no fotoenvelhecimento ocorre aumento da sintese de colageno
e um aumento, ainda maior, na expressao de MMPs na pele humana. Assim, o
balango entre a sintese e a degradacgao de colageno leva a deficiéncia de colageno
de maneira diferente no envelhecimento cronoldégico e no fotoenvelhecimento. Os
autores citam, ainda, outros trabalhos que relataram aumento de RNA de colageno e
elastina, comparando com controle, em pacientes submetidos a tratamento com
psoraleno e ultravioleta. Sugeriram que durante o dano actinico, um processo de
reparo € desencadeado com ativacao da sintese de tecido conectivo.

O fotoenvelhecimento ocorre por superposicao da radiacdo UV solar com a
idade cronoldgica. Para exercer efeitos biolégicos, a radiagao UV deve ser absorvida
por moléculas (cromoforos) na pele. A UVB absorvida pelo DNA causa dano, com
formacdo de dimeros de ciclobutano-pirimidina e fotoprodutos, os quais sao
reparados por excisdo de nucleotideos; enquanto que a UVA é absorvida por

cromoforos cutaneos que transferem energia ao oxigénio e geram espécies reativas
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de oxigénio, que oxidam constituintes celulares, tais como proteinas, lipideos e DNA
(Scharffetter-Kochanek et al., 1997).

Além da absorgao direta de fétons de UVB pelo DNA, e sua subsequente
modificagao estrutural, tanto a radiagdo UVA quanto a UVB, em conjunto com os
fotossensibilizantes intracelulares, tem mostrado gerar altos niveis de ROS (Naderi-
Hachtroudi et al., 2002). A geragao de ROS ocorre apds absor¢ao de fotons pelas
moléculas fotossenbilizantes enddgenas, em horas a dias apds a radiagdo. Entre
elas estao riboflavina, porfirinas, quinonas e bilirrubinas em células de mamiferos. O
acido urocanico derivado de histidina, e produzido por ceratindcito, tem sido relatado
como cromoéforo que absorve UVA. Os fotossensibilizantes excitados reagem com
outro substrato (reacgéo tipo I) ou com O, (reagao tipo Il). Os produtos resultantes da
reacao tipo | sdo radicais ou ion radicais, enquanto os produtos resultantes da
reacao tipo Il sdo os ROS. Assim, o fotoenvelhecimento € mediado por absorcao
direta do UV e por reagdes fotoquimicas mediadas por ROS (Fisher et al., 2002).

A radiacdo UV ativa receptores de superficie, como receptores para fator de
crescimento epidérmico, IL-1, insulina e fator de necrose tumoral. Esses receptores
ativados estimulam sinalizacao intracelular, através do estimulo a proteino-quinases.
A ativacao dessas quinases induz a transcricao nuclear do complexo AP-1. Essa
proteina ativadora é formada pelo complexo de proteinas c-Jun e c-Fos (Schieke et
al., 2003). A transcricdo da AP-1 parece ser induzida mesmo sob doses
suberitematogénicas de UVB. Nos fibroblastos, AP-1 inibe a expressdo génica de
pro-colageno tipo | e Il e, também, induz a transcricio de genes das
metaloproteinases (MMP-1 e MMP-9) (Kalka et al., 2000; Freeman et al., 2003;
Touma e Gilchrest, 2003). Além disso, interfere com a sintese de colageno | e lll, por

bloquear o efeito do TGF-beta, citocina que aumenta a transcricdo génica do
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colageno e diminui a proliferagdo de ceratinécitos. Os efeitos da TGF-beta séo
mediados por ativacado de proteinas intracelulares sinalizadoras, SMAD , e SMAD 3,
e sao antagonizadas por SMAD ;. A radiagdo UV induz SMAD 7 na pele humana
(Yaar e Gilchrest, 2007).

Um estudo multicéntrico realizado no Japdo, em 2004, (Watanabe et al.,
2004) relatou que a biossintese de MMP-1 é estimulada por citocinas e fatores de
crescimento como |IL-1 alfa e beta, TNF-alfa, IL-6, fator de crescimento epidérmico,
fator de crescimento derivado de plaquetas, numa variedade de células, incluindo os
fibroblastos. Os autores citam, ainda, a importancia do fator de inibicdo de migragéao
dos macrofagos na patogénese do fotoenvelhecimento. Essa citocina pleiotrépica
esta presente, particularmente, na camada basal da epiderme. Sua participacdo no
fotoenvelhecimento, deve-se ao estimulo a producdo de MMP-1, via tirosino-quinase
e via fator de transducao nuclear AP-1 em fibroblastos dérmicos. A radiagdao UV

também ativa fator de transcricdo NF-xB (fator nuclear kappa B) que estimula a

transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatorias, incluindo a IL-1 Beta, TNF-alfa,
IL-6 e IL-8. Além de estimular essas citocinas, ativam receptores de fatores de
crescimento na superficie dos ceratindcitos e fibroblastos, bem como de moléculas
de adesdo, como a molécula de adeséo intercelular —1 (ICAM —-1) (Rittie e Fisher,
2002).

Com objetivo de entender melhor o mecanismo do envelhecimento induzido
por radiagéo solar cronica, Naru e colaboradores. (Naru et al., 2005) examinaram os
efeitos crénicos da UVA na proliferacdo e funcdo celular, usando fibroblastos
dérmicos como modelo de fotoenvelhecimento in vitro. Os autores mostraram que a
exposicao cronica de fibroblastos a UVA levava ao encurtamento da vida celular, a

medida que a intensidade da radiacdo aumentava, sugerindo que a toxicidade pela
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ultravioleta ndo poderia ser completamente reparada. Entretanto, baixa intensidade
de radiacdo UVA nao afetava o ciclo celular, uma vez que mecanismos de reparo
eram paralelamente desencadeados. O aumento da radiacdo UVA também
provocava aumento da expressao do nivel de MMP-1. A presenca de L-histidina,
como quelante de oxigénio singlet, inibiu 0 encurtamento celular induzido por UVA, o
que indica a acdo desta espécie reativa de oxigénio como indutor deste
encurtamento (Yaar e Eller, 2002).

No fotoenvelhecimento, o numero de fibroblastos da pele fotodanificada é
similar ao da pele fotoprotegida no mesmo paciente, e a capacidade de sintese de
pro-colageno tipo | € a mesma para os fibroblastos cultivados de ambas as areas.
Isto sugere que a regulagcdo negativa sobre os fibroblastos, na pele fotodanificada,
se deva principalmente ao meio dérmico em que se encontram. Alguns resultados
sugerem que o aumentado da densidade de colageno quebrado em grandes
fragmentos, por acdo da MMP-1, atua regulando negativamente a sintese de pro-
colageno tipo I. A MMP-9 degrada o colageno ja clivado pela MMP-1, chamado de
gelatina, em pequenos peptideos. Esses pequenos fragmentos nao inibem a sintese
de pré-colageno, como fazem os fragmentos maiores. Conclui-se que as MMPs
induzidas pela irradiacdo UV danificam a derme por dois mecanismos: o direto
através da degradagdo do colageno; e o indireto, pela inibicdo da sintese de
colageno em resposta a presenga de fragmentos de proteinas, gerados pela MMP-1.
Quando comparada a pele jovem, a pele envelhecida apresenta diminuigdo do
numero de fibroblastos, e também reducdo da sua capacidade de sintese de pro-
colageno | (Fisher et al., 2002).

Brennan e colaboradores (Brennan et al., 2003) utilizaram fluido de cultura

de pele de ser humano expostos a UVB ou a um simulador de luz solar para estudar
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a atividade colagenolitica de MMP. Concluiram que a MMP-1, mais do que a MMP-
13 é a principal enzima colagenolitica responsavel pelo dano do colageno no
fotoenvelhecimento. Citam, também, estudos que demonstraram a fungao limitada
da MMP-8, pois apesar desta MMP ser induzida com luz ultravioleta, seu estimulo é
minimo e, provavelmente, contribui pouco para prejudicar o colageno do
fotoenvelhecimento.

Se o dano ao DNA causado pela radiagao UV é muito intenso e nao pode
ser reparado, as vias de inducdo de apoptose sao ativadas para eliminar as células
danificadas. Apds o dano ao DNA, a transcricdo de p-53 é estimulada e a proteina
P-53 ¢é ativada por fosforilagao de serina 15 e serina 20. O gen p-53 é o alvo mais
freqUente das alteragdes genéticas identificadas nos canceres humanos. A perda ou
a mutacao desse gen tem sido demonstrada em aproximadamente 50% de todos os
canceres humanos. A carcinogénese por radiacdo UV frequentemente envolve a
inativacdo de um ou mais genes supressores tumorais ou a ativagao de
estimuladores de crescimento de proto-oncogenes. Esses agem no controle da
proliferacdo e diferenciagcao celular. O acumulo de proteina P-53 ativada induz ao
repouso do ciclo celular, permitindo o reparo do DNA antes de sua replicagdo. A
proteina P-53 pode induzir apoptose por estimular a expressao de gens promotores
de apoptose como bas, faz/apo-1, ou por inibir a expressédo de gens supressores da
apoptose como bcl-2. O p-53 também contribui para a manuteng¢ao da estabilidade
genbmica e reparo, além de promover a replicagdo adequada de DNA, e a inibicéo
da angiogénese, tendo um papel fundamental na protecdo da pele contra a radiagao
UV (Matsumura e Ananthaswamy, 2004).

O sistema imune da pele normal protege contra infec¢cado, remove células

danificadas e impede reagdes auto-imunes indesejaveis. Entretanto, sob exposicéao
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solar, o sistema imune também pode promover envelhecimento. A reagao
inflamatdria induzida por UV parece participar na promo¢ao do envelhecimento,
através da geragao de ROS, produgao de enzimas proteoliticas, inibicdo do suporte
imunoldgico e producao de fatores de crescimento para células malignas (Bennett et
al., 2008).

As prostaglandinas induzidas pela UV tém papel importante na inflamagao
induzida por radiagao solar, fotocarcinogénese e processo de fotoenvelhecimento. A
producdo de prostaglandinas € controlada por cicloxigenases que mediam a
conversao inicial do acido aracddnico em prostaglandina H, (PGH), precursor
comum de todos os prostandides. A prostaglandina E; (PGE; ) induz a liberagéo de
varias MMPs, incluindo colagenase e estromelisina, pelos macréfagos e fibroblastos,
contribuindo para a deficiéncia de colageno no fotodano (Seo et al., 2003)

Mittal e colaboradores (Mittal et al., 2003) relataram que o infiltrado de
leucdcitos, induzido pela radiacdo UV, contribui para o desenvolvimento do stress
oxidativo da pele irradiada, e que o aumento do infiltrado de células CD 11 b"
(marcador de superficie de mondcitos ativados ou macréfagos e neutrofilos) € a
principal fonte deste stress, contribuindo para o fotodano e para a promocido de
crescimento tumoral. O infiltrado inflamatdério inicia na derme apés 6 horas de
radiacdo UV e o pico maximo é encontrado entre 48-72 horas. Um estudo em
animal, citado por esses autores, revelou que as células do infiltrado pds-radiagao
UV foram a principal fonte de IL-10 na pele do rato, justificando, em parte, o motivo
da imunossupressdo. As MMPs eram secretadas pelos ceratinécitos e pelos
fibroblastos e quebravam o colageno e outras proteinas, modulando a MEC
(Cesarini et al., 2003).

Os ceratinécitos irradiados por UVB liberam citocinas que estimulam a
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producdo de MMPs, como a colagenase intersticial e a estromelisina-1, pelos
fibroblastos. E descrito que a liberacdo de MMPs pelos fibrobastos, apés a irradiacao
de UVB, é dependente da liberagcdo de IL-6 pelos ceratindcitos radiados. A IL-1 alfa
tem papel principal na indugcdo da producdo de IL-6 durante a interacdo de
ceratindcitos e fibroblastos, levando ao aumento de MMP-1 e MMP-3 (Brenneisen et
al., 1999; Fagot et al.,, 2004). Os autores concluem que a IL-1 alfa e IL-1 beta
aumentam a atividade da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) e o nivel
de mRNA de c-Jun em fibroblastos irradiados por UVA. A IL-1 alfa também aumenta
o nivel de mRNA de c-Fos, que leva a produgcao de MMP-1 nos fibroblastos
irradiados por UVA. Assim, a IL-1 induzida por ultravioleta tem papel importante no
mecanismo de fotoenvelhecimento (Wang et al., 2005).

O TGF-beta é uma citocina multifuncional que regula a proliferagdo e a
diferenciacédo celular, bem como a remodelacdo e reparo tecidual. E um potente
inibidor de crescimento epidérmico, enquanto na derme age positivamente como
fator de crescimento, induzindo a sintese de proteinas da MEC. O TGF-Beta se liga,
inicialmente, ao receptor tipo |l, resultando na formacdo de um complexo
heterodimérico entre receptor TGF-Beta tipo | e tipo Il. A expressao aumentada de
receptores | ou Il aumenta a produgéo de colageno. Essa citocina ligada ao receptor
interage e ativa as proteinas Sma e Mad, que sao transdutores de sinais
intracelulares. E sabido que o TGF-Beta, além de estimular a proliferacdo de
fibroblastos na derme e induzir a sintese de proteinas da MEC, também inibe a
expressado de enzimas proteoliticas como colagenases e estromelisinas (Yin et al.,
2003; Son et al., 2005).

A quantidade de oxidantes é controlada por antioxidantes enzimaticos e nao

enzimaticos intracelulares. O desequilibrio na producao de ROS e de antioxidantes,
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com predominio dos oxidantes, leva ao dano do DNA, de proteinas e de lipideos, o
que € denominado stress oxidativo. A oxidagcao do DNA resulta em mutagdes, a
oxidacdo de proteinas, em diminuicdo da fungdao celular, e a oxidagdo de
membranas lipidicas, em diminuigcdo da eficiéncia de transporte e, possivelmente,
alteracdo na sinalizagao transmembrana. Sistemas antioxidantes celulares como as
vitaminas e oligoelementos agem através de metaloenzimas, cobre e zinco
superéxido dismutase (Cu-Zn SOD), e selénio-glutationa peroxidase (Se-GSH Px),
compensando o stress oxidativo (Nola e Kotrulja, 2003).

Brenneisen e colaboradores (Brenneisen et al., 1999) citam que existem
evidéncias da acdo da UVA em fibroblastos dérmicos, levando a inducdo de uma
rede de citocinas como IL-1 alfa, IL-1 beta e IL-6. Essas induzem a liberagao de
colagenase, contribuindo para a perda de colageno intersticial, uma caracteristica da
pele fotodanificada. A liberagcdo epidérmica de IL-1 alfa, IL-1 beta, TNF alfa foram
identificadas como mediadoras, ao menos em parte, de enzimas antioxidantes, como
a manganés superoxido dismutase (Mn SOD). A MnSOD é uma enzima, localizada
na mitocondria, sendo parte do complexo interdependente de enzimas antioxidantes
que protegem as células do dano oxidativo, por converter rapidamente o anion
superéxido em perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular. A MnSOD ¢é de
particular interesse por sua habilidade em catalizar o superéxido na mitocéndria, seu
sitio de producdo. O H,O, é subsequentemente inativado por catalase ou por
glutationa peroxidase na mitocondria e no citosol. A MnSOD ¢é a unica entre as
enzimas antioxidantes que é modulado em resposta a estimulos como fatores de
crescimento, citocinas (incluindo IL-1) e radiagbes ionizantes. Embora a MnSOD
corresponda apenas a 25% da atividade total das enzimas superdxido dismutases, é

a primeira linha de defesa contra os radicais superéxidos gerados por fosforilagéo
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oxidativa da mitocdndria, radiagao UV e processos inflamatérios. A MnSOD tem sido
identificada como principal fator de controle da senescéncia celular, com fungao no
controle da génese tumoral e do envelhecimento celular. Estudos mostram que o
aumento de MnSOD nos fibroblastos humanos ¢é parcialmente mediado, via
paracrina, por IL-1 alfa, IL-beta e TNF alfa, liberados pelos ceratinécitos, como
mediadores soluveis, em resposta a irradiacdo UVB. A radiacdo UVA também
estimula a liberacdo de enzimas antioxidantes. Entretanto, a IL-1, antagonicamente,
induz a geracado de ROS nos fibroblastos (Naderi-Hachtroudi et al., 2002; Nelson e
Melendez, 2004).

A causa do envelhecimento cronolégico € muito menos clara do que a do
fotoenvelhecimento. Muitas teorias tentam explica-lo. Uma delas é a teoria dos
radicais livres, em que o envelhecimento resultaria do dano celular por excesso de
ROS, que sao gerados como consequéncia do metabolismo oxidativo mitocondrial
por complexos enzimaticos, durante a fosforilacdo oxidativa. As espécies reativas de
oxigénio podem ser subclassificadas em radicais livres e compostos nao radicais.
Entre os radicais livres estdo anion superéxido (O;)", radical hidroxila (HO) e radical
peroxil (ROO)". Sdo considerados compostos ndo radicais, oxigénio singlet ('0,),
peréxido organicos (ROOH) e perdxido de hidrogénio (H, O;) (Fisher et al., 2002).

A senescéncia celular esta relacionada com o encurtamento do teldmero.
Durante a mitose das células somaticas, a DNA polimerase ndo pode replicar os
pares de base finais de cada cromossomo, telémero, resultando em encurtamento
progressivo a cada divisdo celular. Assim, os fibroblastos humanos encurtam o
teldmero mais de 30% durante a vida adulta. O encurtamento dos telédmeros sinaliza
para a senescéncia ou para apoptose, dependendo do tipo de célula. Durante a

senescéncia, os fibroblastos aumentam a expressdo de genes que codificam
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proteinas da MEC, como a fibronectina, bem como proteases envolvidas na sua
modulagdo, como colagenases e estromelosinas. Nesta fase da vida, o nivel de

certos inibidores das MMPs (TIMPs) estao diminuidos (Fisher et al., 2002).

3.2.4 Histopatologia do envelhecimento

Histologicamente, existem diferencas do envelhecimento na pele exposta e
na nao exposta. Nas regides cobertas do corpo, as mudangas sao menos evidentes,
com adelgagamento da epiderme, heterogenicidade do ceratinécito basal,
aplainamento da jungdo dermo-epidérmica e perda ou diminui¢do do tecido celular
subcutaneo. Em contraste, na pele fotoexposta, a epiderme apresenta-se atrofica
com espessamento do estrato cérneo, acompanhada de perda da polaridade do
ceratindcito, atipia celular e irregularidade no tamanho das células de Langerhans
(Lavker e Kligman, 1988).

As alteracdes mais caracteristicas do fotoenvelhecimento ocorrem nas fibras
elasticas e de colageno. O numero de fibras elasticas aumenta e essas tornam-se
mais espessas, enroladas, emaranhadas e finalmente homogéneas. O colageno
diminui, e a derme da pele fotodanificada € ocupada principalmente por fibras
elasticas e glicosaminoglicanos. Essas mudancgas recebem o nome de degeneragéo
basofilica do colageno. A area afetada se limita a parte superior da derme e esta
separada da epiderme por uma estreita faixa de tecido colageno normal (zona de
Grenz). Os neutrofilos infiltram a pele exposta a radiagdo UV, rapidamente,
entretanto, monocitos/macrofagos predominam no infiltrado e participam na
protedlise, na fagocitose e na imunossupressao. O dano actinico também envolve a

microcirculagdo, muitos vasos tornam-se obliterados e o restante torna-se dilatado. A
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pele fotoenvelhecida pode ser chamada de cronicamente inflamada (Bennett et al.,
2008).

No envelhecimento cronolégico, as células na derme se tornam escassas. O
metabolismo do fibroblasto diminui com a idade e sua habilidade em sintetizar a
MEC esta diminuida, resultando na atrofia da derme. Simultaneamente, o balanco
entre elastase e colagenase e seus inibidores esta alterado, levando a modificagdes
na propriedade mecanica da pele. Uma das principais consequéncias histoldgicas é
a alteracdo da rede elastica, predominantemente na derme papilar, alterando nao
apenas a jungcdo dermo epidérmica como também contribuindo para perda da
elasticidade e da resisténcia (Nola e Kotrulja, 2003).

Hase e colaboradores, através de estudos imuno-histoquimicos, estudaram
o infiltrado inflamatério na pele fotoexposta. Entre as células do infiltrado foram
observados linfocitos T duplamente marcados, para CD; e para MMP-1. Esses
linfocitos encontravam-se em contato com outras células também marcadas para
MMP-1. Esses achados morfolégicos sugeriram que os linfécitos T na pele
fotodanificada poderiam contribuir na degeneragdo e na redugao do colageno
através da atividade de MMP-1. Os autores citaram, ainda, que os linfocitos T
expressavam MMP-2, MMP-9 e MMP-10, e que os macrofagos também secretavam
MMP-1. Além disso, descreveram que a producdao de MMP-1 por macroéfafos e
fibroblastos era potencializada na presenca de linfocitos T (Hase et al., 2000).

Rijken e colaboradores (Rijken et al., 2005) relataram que o infiltrado
neutrofilico na pele que acompanha a exposicao solar pode ter fungao importante no
fotoenvelhecimento da pele humana. Através de zimografia in sito, detectaram
liberagdo de enzimas ativas como elastase de neutrdfilos, colagenase (MMP-1) e

gelatinase (MMP-9). Observaram, através de imuno-histoquimica, aumento de MMP-
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1, MMP-8 e MMP-9 somente na pele irradiada com dose maior ou igual a dose
eritematosa minima de radiagcdo simulada de sol. Além disso, esse estudo
demonstra que a dupla coloragao da célula, tanto para elastase de neutréfilo como
para MMP-1, sugere que essas MMPs sejam derivadas de neutrdéfilos, e ndo de

queratinécitos ou fibroblastos.

3.3 Relagéo entre Terapia Fotodindmica e Fotoenvelhecimento

Os efeitos da luz sobre a pele envolvem mecanismos complexos. O balanco
entre o dano dérmico e a indugao ao reparo parece definir o efeito final. A TFD foi
utilizada como possivel método indutor da remodelagcdo dérmica na pele
fotodanificada, na auséncia de tumor. Desta forma, sdo de fundamental importancia
os estudos que avaliaram a resposta da MEC a radiacdo UV.

O fotoenvelhecimento € mediado por absorcéo direta da radiacido UV e por
reacbes fotoquimicas mediadas por ROS. Esses tém papel importante na
etiopatogenia do envelhecimento (Naderi-Hachtroudi et al., 2002), e também
participam do mecanismo de acédo da TFD (Calzavara-Pinton et al., 2007), podendo
participar de uma via de mecanismo em comum entre o processo de fotodano e a
TFD.

O envelhecimento € um processo inflamatério cronico que desencadeia,
continuamente, um mecanismo de reparo compensatorio (Nola e Kotrulja, 2003). O
colageno maduro encontra-se em continuo turn over para que o tecido conectivo
mantenha funcdo adequada. Além disso, quando a pele sofre injuria, o tecido
conectivo deve ser remodelado. E descrito que o dano @ MEC, pela acdo das MMPs,

e seu reparo, atravées da sintese de colageno, podem ser modulados por
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mecanismos inflamatdrios (Kang et al., 2001). Talvez, esses mecanismos possam
ser regulados pela TFD, de modo similar ao que ocorre na remodelagdo dérmica
induzida pela prépria radiacdo ultravioleta, no processo de dano e reparo do
envelhecimento.

A resposta a radiacdo UV envolve vias complexas que se iniciam em
receptores de superficie celular que ativam fatores de transcricdo AP-1 e NF-Kapa
B. Entre os genes regulados por esses fatores, estdo os genes da MMP-1, MMP-9,
MMP-3 e MMP-10. Além de degradar o colageno IV e a elastina, a MMP-9 quebra o
colageno ja clivado por MMP-1, anteriormente. A clivagem, pela MMP-9, das fragdes
de alto peso molecular do colageno, ja clivado por MMP-1, interrompe a inibigdo da
sintese de novo colageno tipo | (Fisher et al., 2002). A AP-1 ¢é induzida por fatores
de crescimento, citocinas e luz solar, e sua ativacdo aumenta a transcricdo de
citocinas, como a IL-2, e também a transcricdo de algumas MMPs. O NF-kapa B é
responsavel, ao menos em parte, pelo recrutamento de células da circulagao para a
pele. Isto ocorre através da regulagdo da expressdo de algumas citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-1 beta e TNF-alfa. A infiltracdo de neutrdfilos é responsavel
pelo aumento de MMP-8 (colagenase), que contribui para a degradagao da derme
(Kang et al., 2001).

Por outro lado, a liberagdo epidérmica do IL-1a, IL-1B e TNF-a foi
identificada como mediadora de enzimas antioxidantes, como a MnSOD. Desta
forma, contribuindo para o reparo das modificacbes dérmicas, através de um efeito
paracrino da epiderme para a derme (Chung et al., 2001; Naderi-Hachtroudi et al.,
2002). Outro importante regulador da remodelagdo dérmica € o TGF beta, n&o sé
por estimular a sintese de colageno, como também por inibir suas enzimas

degradadoras. O TGF beta é uma citocina multifuncional que regula positivamente a
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produgao de pro-colageno tipo | e lll, e sua agdo € mediada por receptores celulares
de superficie (Kang et al., 2001).

Recentemente, foi demonstrado que a TFD pode modular a expressao de
interleucinas 6 e 10 (IL-6 e IL-10) nos tumores e nos tecido normais. A TFD induz
alteragdes na membrana plasmatica e nas membranas das organelas. Esse dano a
célula pode desencadear a ativagao de genes reguladores do processo apoptatico e,
possivelmente, de genes de algumas citocinas. Consequentemente, uma resposta
inflamatdéria acompanha o mecanismo de destruicdo do tumor mediado por TFD. A
principal caracteristica do processo inflamatério € a liberagdo de substancias
vasoativas, componentes do complemento, proteinases, peroxidases, citocinas,
fatores de crescimento e outros imunoreguladores. Ha relatos também do aumento
da liberagao de IL-1pB, IL-2, TNF-a e fator estimulador de colénia de granulécitos (G-
CSF) (Dougherty et al., 1998).

Foi demonstrado que os ceratinécitos séo a principal fonte de citocinas, na
epiderme. Essas citocinas podem modular, ndo apenas seu proprio fendtipo através
de uma via autécrina, como também influenciar o fendtipo de células dérmicas por
um mecanismo paracrino, podendo ter efeitos mais distais (Brenneisen et al., 1999).
Assim, durante a TFD as citocinas derivadas dos ceratinécitos podem desencadear
respostas dos fibroblastos dérmicos. Estudos, in vitro, para a quantificagdo de MMPs
e da expressdo do mRNA do colageno, mostraram aumento de MMP- 1 e -3 e
reducdo da expressdo do colageno tipo I, em cultura de fibroblastos tratados com
ALA e luz vermelha (Karrer et al., 2003). Nesse estudo, os fibroblastos dérmicos
foram retirados da pele normal e com esclerodermia e, posteriormente, submetidos a
TFD. O resultado obtido sugere um efeito anti-esclerdtico da TFD na pele.

Outro estudo, in vitro, de extrema importancia para a avaliagdo da resposta
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inflamatdria e imunolégica dos ceratindcitos e fibroblastos, induzida pela TFD, foi
realizado por Sigrid Karrer e colaboradores (Karrer et al., 2004) que desta vez,
usaram dois modelos de investigagao diferentes. No primeiro, os ceratinécitos foram
tratados por ALA-TFD e, depois, os produtos de liberagdo dessas células foram
aplicados aos fibroblastos. No segundo modelo, foi criada uma membrana com
colageno IV (simulando a membrana basal), separando os ceratindcitos e os
fibrobalstos. Nesse segundo estudo, os produtos de liberacdo dos ceratindcitos
tratados por TFD precisavam atravessar a membrana para exercer o efeito paracrino
nos fibroblastos. No primeiro modelo, houve apenas aumento da produg¢ao de IL-1
no fluido da cultura de ceratinécitos isolados. E somente depois que os fibroblastos
eram expostos a esses produtos de liberacdo de ceratindcitos, um aumento de
MMP-1 e MMP-3 era observado. O que demonstra que a TFD leva a aumento de
MMPs pelos fibrobalstos e ndo pelos ceratinécitos. No segundo modelo, também
havia aumento de MMP-1 e MMP-3. Entretanto, um maior tempo era necessario
para que esses produtos de liberacao de ceratinécitos atravessassem a membrana
até os fibroblastos. Nesse estudo, menhum dos modelos levou a diminuicdo de
MRNA de colageno tipo |, sugerindo que a sintese desse colageno nao € regulada
pelo efeito paracrino dos ceratindcitos aos fibroblastos, diferente do que ocorreu com
as MMPs 1 e 3. A associagdo dos resultados dos dois estudos de Karrer e
colaboradores, permitem concluir que, apds a TFD, os fibroblastos podem aumentar
a produgao de MMPs por via direta ou paracrina (aumento de IL-1). E que a sintese
de colageno tipo 1 é diminuida, apenas, por efeito direto sobre os fibroblatos, in vitro.
Desta forma, o modelo, in vitro, que mimetiza a pele, in vivo, demonstra que a TFD
pode aumentar a liberacdo de MMP1 e 3, mas nao modificar a capacidade de

sintese de colageno tipo I. Com base nesses dados, talvez possamos especular que
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a remodelacao da derme induzida pela TFD, in vivo, dependa da produgao paracrina
de citocinas pelos ceratindcitos, as quais estimulariam produ¢cdao de MMPs pelos

fibroblastos, sem impedir a sintese de novo colageno por essas células.



4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de intervengdo do tipo antes e depois, sem grupo
controle sobre as modificagdes clinicas, histoldgicas e imunohistoquimicas induzidas
pela TFD em 14 pacientes do sexo feminino apresentando pele fotodanificada. Para
a realizagcdo da TFD, o medicamento fotossensibilizante escolhido foi o MAL e a
fonte de luz, uma lampada de diodo com comprimento de onda de 635 nm. Os
estudos histoldégicos e imunohistoquimicos avaliaram os sistemas colageno e
elastico, bem como o sistema degradador da matriz extracelular. A escolha do
tamanho da amostra para a pesquisa foi baseada na homogeneidade do grupo com
relagdo a sexo, idade e fototipo, sendo 14 pacientes considerado adequado aos
objetivos do estudo. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do

HUCFF, com numero de protocolo de pesquisa: 023/06 CEP (Anexo 1).

4.2 Pacientes

Trinta e cinco pacientes foram examinados durante o processo de selegao
da amostra estudada. Foram selecionados 14 pacientes do sexo feminino, faixa
etaria entre 55 e 60 anos de idade, fototipo Ill, apresentando pele fotodanificada,
grupo |l e lll pela classificacao de Glogau, sem tratamento prévio por no minimo trés
meses, acompanhadas no ambulatério de Dermatologia Corretiva do HUCFF/UFRJ.

Apos as devidas explicagbes, todas as pacientes assinaram o termo de
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consentimento livre e esclarecido, com informagdes detalhadas sobre a pesquisa

(Anexo 2).

421 Critérios de inclusio:

Pacientes do sexo feminino, entre 55 e 60 anos de idade, fototipo Ill,
apresentando pele fotodanificada, com ou sem ceratoses actinicas clinicamente

evidentes, sem tratamento prévio por no minimo trés meses.

422 Critérios de exclusio:

Foram excluidas as mulheres que estivessem fazendo uso de reposi¢ao
hormonal, bem como as que apresentassem qualquer contra-indicagdo para o

tratamento proposto, como porfirias e colagenoses.

4.3 Métodos

4.3.1 Avaliacio Clinica

Uma ficha individual, para anotagdes das consultas realizadas, foi
preenchida com as informacdes cedidas pelas pacientes e com as avaliagbes do
médico pesquisador (Anexo 3). Durante o estudo, as pacientes nao fizeram uso de
qualquer medicamento topico, e foram orientadas a usar protetor solar com FPS 30,
em veiculo creme. As pacientes foram acompanhadas no ambulatério de
Dermatologia corretiva do HUCFF no periodo de 48 horas, sete e quinze dias apés

cada sessao de TFD, nos primeiros dois meses. As avaliagdes subseqlentes foram
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realizadas a cada 30 dias por mais sete meses.

O exame dermatolégico e o estudo fotografico foram realizados pelo médico
pesquisador (maquina fotografica tipo Sony Cyber-shot 5.0 megapixels), no
ambulatério de Dermatologia Corretiva do HUCFF. Outro estudo fotografico foi
realizado por fotégrafo profissional (Fujy S2 10.2 megapixels), em estudio
fotografico. Os critérios de avaliagao clinica foram: melhora da textura (diminuicéo da
aspereza ao toque), das rugas (superficializagdo), da firmeza (efeito lifting), da
pigmentacado (diminuigdo do numero de melanoses) e das ceratoses actinicas
(diminuicdo do numero), no terceiro e no sexto més de tratamento. O grau de
melhora da textura, das rugas e da firmeza nao pode ser quantificado, clinicamente,
e por isso essas variaveis foram avaliadas, subjetivamente, através da escala
descrita por Tina Alster e colaboradores (Alster et al., 2005), no estudo de avaliagéao
da eficacia da TFD na pele fotodanificada. Essa escala considera melhora minima (<
25%); moderada (25%-50%); significativa (51-75%), e excelente (>75%). As
variaveis melanoses e ceratoses actinicas foram avaliadas objetivamente, por

quantificacdo numérica.

4.3.2 Avaliacdo Histopatologica

4.3.2.1 Biopsias

4.3.2.1.1 Técnica

Uma ficha para anotagdes dos resultados morfolégicos, morfométricos e
imuno-histoquimicos foi preenchida pelo médico pesquisador (Anexo 4). Foram

realizadas biopsias de pele na regiao pré-auricular antes, trés e seis meses apos a
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ultima sessdo do procedimento proposto (MAL + luz vermelha) em todas as
pacientes selecionadas. A bidpsia pré-tratamento foi feita na regido pré-auricular
esquerda, por escolha aleatéria. As bidpsias apds as duas sessdes de TFD foram
realizadas na regido pré-auricular contralateral, mantendo-se uma margem de
distdncia de aproximadamente 1 cm entre a segunda bidpsia (apdés 3 meses de
tratamento) e a terceira (p6s 6 meses de tratamento). As bidpsias foram realizadas

com um punch de 5 mm, e a sutura realizada com fio mononylon 5.0 (dois pontos).

4.3.2.1.2 Processamento dos fragmentos de pele

O fragmento de pele foi encaminhado a histopatologia para processamento
no periodo maximo de 12 horas. O material foi fixado em formol tamponado a 10%,
incluido em parafina e submetido as técnicas usuais de processamento. Além da
coloracédo de rotina, hematoxilina e eosina (HE), coloragdes especiais foram
realizadas para avaliagdo dos sistemas colageno (picro sirius) e elastico (orceina).
Também foram realizados estudos de morfometria para a quantificacdo das fibras
colagenas e elasticas, e de imuno-histoquimica para a avaliacédo da expressao das
MMPs (1, 3, 7, 9, 12), do inibidor tecidual de MMPs (TIMP- 1) e dos tipos de

colagenos envolvidos (tipos | e llI).

Coloracfes de rotina e especiais

As coloracbes de rotina e especiais foram realizadas no Laboratério
Anticorpos, entretanto as avaliagbes dos achados obtidos por essas coloragdes
foram feitas no departamento de Anatomia Patolégica do HUCFF. Os critérios de
avaliagao histopatoldgica na epiderme, analisados pelo HE, foram: a retificagdo dos

cones interpapilares e a despolarizagcao das células da camada basal. Na derme: a
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presenca e tipo de infiltrado inflamatdrio, e a distribuicdo da degeneracao basofilica
do colageno. Com o objetivo de facilitar a identificagdo das possiveis modificagdes
na elastose dérmica, decidimos classifica-la, neste estudo, em: elastose difusa,
quando sua distribuicao era uniforme na derme reticular sem formagao de massas;
elastose com formacao de massas isoladas; e elastose em faixa compacta.

As coloragbes pela orceina, para fibras elasticas, e pelo picro sirius, para
fibras colagenas, foram usadas para avaliagdo quanto a morfologia e a distribuicéo
dessas fibras, na derme, seguindo os mesmos critérios de avaliagdo utilizados na
anadlise pelo HE. Essas coloracbes especiais também foram usadas para

quantificacdo dessas fibras através da morfometria.

Morfometria

O estudo de morfometria foi realizado no Laboratério de Morfometria e
Morfologia Cardio-Vascular do Departamento de Anatomia da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro — UERJ, pelo médico pesquisador, sob orientacdo do
professor responsavel pelo Laboratério, professor Carlos Alberto Mandarim-de-
Lacerda. Para a realizagdo desta técnica, utilizamos imagens capturadas de trés
campos microscopicos diferentes da derme superficial e média, de cada paciente,
antes, trés e seis meses apos o tratamento. Estas imagens foram observadas com
objetiva x 20 (com luz polarizada no caso da coloragdo pelo vermelho de picro
sirius). Na coloragdo pelo picro sirius, usando a microscopia com luz polarizada, as
fibras colagenas ficam birrefringentes com coloragdo vermelho-alaranjado e verde
intenso, e o fundo, em preto. Para capturar as imagens usou-se um sistema de
videomicroscopia analégica composto de um microscépio OLYMPUS B 5, camera de
video Evolution LC color. A calibracdo do sistema foi sempre a mesma, tanto no

sistema Optico quanto no digital, com o uso apropriado do diafragma do
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condensador do microscoépio, contraste, brilho e gama do programa de aquisigao
com iluminagédo do tipo Kdehler. A analise das imagens foi feita com o auxilio do
programa Image Pro Plus versdo 5.0 (Cybernetics INC). A partir da definicdo da
variagao de cores correspondente ao colageno, o sistema utilizou como recurso uma
mascara binaria, em que o colageno foi representado em branco e o fundo em preto.
A densidade de colageno foi definida em cada campo microscépico analisado, como
a propor¢ao de pixels brancos na imagem. Da mesma forma, utilizando a coloragéo

de orceina, foi possivel quantificar as fibras elasticas.

Imuno-histoquimica

Para estudo imuno-histoquimico, foram utilizados blocos parafinados
cortados em micrétomo, para obter cortes de 4 micrometros. Esses foram estendidos
em laminas previamente lavadas em solugdo sulfocrémica, emulsionadas com
adesivo a base de poli-L-lisina (Poly-L-Lysine, da marca Sigma, USA, co6d. P8920) a
10% e colocadas em estufa a 60°C durante 12 horas para melhor aderéncia do
tecido. As laminas foram identificadas para cada anticorpo e voltaram a estufa a
60°C por 20 minutos. A seguir, foram colocadas em trés banhos de xilol (5 minutos
cada) e em 3 banhos de alcool em concentragdes decrescentes de 95%, 70% e 50%
(cinco minutos cada), em temperatura ambiente. Todos os anticorpos seguiram a
recuperacao antigénica seguindo os procedimentos descritos nas bulas dos testes
usados. Para isso, as laminas foram mergulhadas em tampé&o citrato de sd6dio com
pH igual a 6.0 em banho-maria a 95 °C por 40 minutos. Foram retiradas do banho-
maria e ficaram descansando por 20 minutos em temperaturas ambiente. Apos esta
etapa, as laminas foram lavadas em agua destilada e cicladas por uma caneta
hidrofébica de marca Dako céd. S2002 para evitar que a solugdo com o anticorpo

escorresse. Os anticorpos foram previamente diluidos em solugdo de TRIS-
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TWIN20+BSA a 0,1% e pingados nas laminas dentro da area circundada pela
caneta. Depois de uma hora, as laminas foram lavadas em tampao TRIS-TWINZ20.
Posteriormente, foram aplicados os anticorpos secundarios do kit da Dako LSAB+
system AP. Ao fim de cada etapa, as laminas foram lavadas em tampao TRIS-
TWIN20 e o cromégeno RED marca Dako cdd. K0640 (DILUICAO 1:200) foi
adicionado por 3 a 5 minutos, em média. Os anticorpos utilizados foram MMP-1
(Rabbit Polyclonal) Lab Vision — Cat.: RB-1536-P0, MMP-3 (Clone SL-111D4) Lab
Vision - Cat.: MS-810-P0, MMP-7 (Clone ID2) Lab Vision - Cat.: MS-813-P0, MMP-9
(Rabbit Polyclonal) Lab Vision - Cat.: RB-1539-P0, MMP-12 (Goat Polyclonal) Santa
Cruz Biotechnology - Cat.: SC-12361, TIMP (Clone 102D1) Lab Vision - Cat.: MS-
608-P0, Collagen Type | (Clone COL-1) Sigma - Cat.: C2456, Collagen Type Il
(Clone HWD1.1) BioGenex - Cat.: MU167-UC. As diluigdes dos anticorpos foram de
1:50 para MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9, TIMP. Diluicdo de 1:75 para MMP-12 e
diluicdo de 1:100 para colagenos tipos | e lll.

Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada e contra-coradas
em hematoxilina de Harris, azuladas em agua corrente, depois de secas foram
montadas com goma de Damar da marca Proquimios para fixagdo das laminulas e
posterior observagdo ao microscopio Optico. A intensidade da coloracdo dos
substratos, avaliados pela imuno-histoquimica, foi classificada de acordo com a
escala de Bakos (Bakos et al., 2007) modificada: ¢, auséncia de marcagédo ou
marcagao ocasional; +, marcagao do substrato de forma pontual, com coloragao de
leve intensidade; ++, marcacao de forma multifocal ou descontinua, com coloracao
de moderada intensidade; +++, marcacdo de forma continua com coloragao
moderada a intensa. A avaliagdo dos resultados imuno-histoquimicos, de acordo

com a escala utilizada, foi realizada no Laboratério Anticorpos, pelo médico
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pesquisador e outros dois observadores, médicos patologistas responsaveis pelos
exames de imuno-histoquimica desse laboratério. Uma ficha com os critérios de
avaliacao foi preenchida pelos médicos, e os resultados das suas observacoes
foram comparados. Caso houvesse divergéncia de opinides quanto aos resultados

encontrados, uma nova avaliagao seria feita para um acordo comum.

4.3.3 Terapia FotodinAmica

4.3.3.1 Técnica

A TFD foi realizada em duas sessdes com intervalo de quatro semanas, em
14 pacientes. O fotossensibilizante tépico usado foi o MAL (metvix® -GALDERMA), e
a fonte de luz para iluminacdo da pele foi uma LED de fonte de luz visivel com
comprimento de onda vermelha, 635 nm (AKTILITE®-PHOTOCURE). Uma camada
de aproximadamente 1mm de espessura do medicamento fotossensibilizante foi
aplicada em toda a face, aproximadamente 1g para toda a area tratada, em cada
sessdo (Figura 1). O tempo de aplicagdo do MAL foi de 2 horas, com curativo
oclusivo, usando filme plastico, para aumentar a penetragao (Figura 2). O curativo
oclusivo foi recoberto com papel aluminio para protegao luminosa com objetivo de
impedir a influéncia da luz ambiente durante o processo de produgdo de
protoporfirina (Figura 3). O excesso do medicamento foi retirado com soro fisioldgico
a 0,9% e gaze, antes da exposicdo da luz. A distancia entre a LED e a pele foi
aproximadamente 8 cm. A lampada utilizada foi o AKTILITE®, produzida pela
Photocure, industria norueguesa, que tem irradiancia de 70-100 mW/cm? e esta
programada para oferecer a dose de 37 J/cm?, dose padrdo, no periodo de 7 a 10

minutos e desligar automaticamente. Durante o estudo, a lampada foi revisada por
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técnico especializado para que pudéssemos ter a certeza de que a mesma dose de
energia seria utilizada em cada sesséo para todas as pacientes. Apds cada sesséo,

as pacientes foram orientadas a ndo submeterem-se a exposigao solar por 48 horas.

Figural  Aplicagao tépica do MAL na face

Figura2  Curativo oclusivo
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Figura 3 Protegéo luminosa

4.3.3.2 Efeitos Colaterais

Os efeitos colaterais como eritema, edema e descamacgao foram avaliados
pelo médico observador. A escala utilizada foi a de valor numérico de zero a dez, e
definida em leve (1 a 3), moderado (4 a 6) e intenso (maior que 7). A dor foi

classificada subjetivamente pelos pacientes utilizando-se a mesma escala.

4.3.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada no Laboratério de Analise de Dados
Epidemioldgicos (LADE) do Instituto de Estudos em Saude Coletiva (IESC) da UFRJ.
A escolha do tamanho da amostra para a pesquisa foi baseada na homogeneidade
do grupo com relagdo a sexo e idade, sendo o grupo de 14 pacientes considerado
adequado aos objetivos do estudo.

Os testes estatisticos utilizados foram os de Wilcoxon e de X ? de Mc Nemar,

de acordo com a escala de mensuracdo das variaveis. Para a avaliacdo dos
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resultados da expressao imuno-histoquimica de MMPs 1, 3, 7, 12, para TIMP-1 e
colageno tipo lll foi utilizado o teste X 2 de Mc Nemar, onde os resultados pareados
mostraram apenas duas categorias da escala ordinal. O teste de Wilcoxon foi
utilizado para analisar os resultados da expressao imuno-histoquimica da MMP-9 e
de colageno tipo |, no qual os resultados pareados mostraram mais de duas
categorias ordinais. O teste de Wilcoxon, também, foi usado para a analise da
morfometria, que apresenta resultado numérico. O nivel de significancia estatistica
foi estabelecido como p < 0,05. O programa utilizado para a analise dos dados foi 0

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences — versao 13.0).



5 RESULTADOS

Entre as 14 pacientes avaliadas, com média de idade de 57,57 anos, 10
apresentavam fotoenvelhecimento moderado (grupo Il pela classificagdo de Glogau),
com melanoses solares e ceratoses palpaveis, mas nao Vvisiveis; quatro
apresentavam fotoenvelhecimento avancado (grupo Il pela classificagdo de
Glogau), com discromias, telangiectasias e ceratoses actinicas visiveis.

Quatro das 14 pacientes apresentaram melhora clinica global (textura, rugas
e firmeza), ao exame dermatolégico apoés 3 meses tratamento. Conforme a escala
utiizada para este estudo (Quadro 2), houve melhora minima (n=1), melhora
moderada (n=1), melhora significativa (n=2) (Figura 4) e melhora excelente (n=0),
neste periodo. Essa melhora clinica somente foi observada em outras seis pacientes
entre o terceiro e sexto més, o que justificou a necessidade de uma terceira bidpsia
(apbés o sexto més de tratamento). Apds o sexto més de tratamento (Quadro 2),
observamos melhora minima (n=1) (Figura 5), melhora moderada (n=3), melhora
significativa (n=2) (Figura 6) e melhora excelente (n=0). Neste periodo, foi possivel
observar melhora da firmeza da pele, chamado de efeito lifting por alguns autores,
em um total de 10 pacientes (Figura 7). Entre essas 10, trés pacientes apresentavam
ceratoses actinicas no exame pré-tratamento. Duas evoluiram com melhora
significativa ja nos primeiros trés meses apds tratamento, e diminuicdo do numero de
ceratoses. Uma delas apresentou melhora clinica moderada somente no sexto més

de tratamento, com involugao total das lesdes de ceratose actinica.



e o
1 - Nenhuma
2 6 meses Minima
3 6 meses Moderada
4 3 meses Significativa
5 3 meses Minima
6 6 meses Moderada
7 6 meses significativa
8 6 meses Moderada
9 - Nenhuma
10 3 meses Significativa
11 - Nenhuma
12 - Nenhuma
13 6 meses Significativa
14 3 meses Moderada

Minima (< 25%); Moderada (25% a 50%); Significativa (51% a 75%); Excelente (> 75%)

Quadro 2  Grau de Melhora Clinica (textura, rugas, firmeza) apds 3 e 6 meses de tratamento
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Figura4  Paciente 10: Melhora clinica significativa depois de 3 meses de tratamento

Figura5  Paciente 2: Melhora clinica minima depois de 6 meses de tratamento
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Figura 6 Paciente 7: Melhora clinica significativa depois de 6 meses de tratamento

Figura 7

Paciente 10: Melhora da firmeza da pele (efeito lifting) depois de 6 meses de tratamento
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Dez pacientes apresentavam melanoses solares, totalizando 213 lesdes.
Apenas duas pacientes nao apresentaram diminuigdo do numero de melanoses. Ao
final de 3 meses, nove pacientes totalizaram 125 lesbes de melanoses, observando-
se uma melhora de 58.68%. Quatro pacientes que apresentavam lesées de ceratose
actinica somavam o total de 55 lesbes antes do inicio do estudo. Todas
apresentaram melhora, com cura completa de 89,09% das lesdes (55 lesbes antes e
somente seis apos o terceiro més). Ao final de seis meses, a taxa de cura das

ceratoses actinicas manteve-se inalterada (Figura 8).

Figura 8 Paciente 10: Cura completa das ceratoses actinicas apds 6 meses de tratamento

Os efeitos colaterais como eritema, edema e descamacao foram avaliados
pelo médico observador, e houve uma concordancia de opinido entre os pacientes e
o0 médico quanto ao grau desses efeitos. Eritema, edema, descamagao foram
avaliados em leve (n= 11), moderado (n=2) e intenso (n=1) (Figura 9), conforme

classificagdo usada neste estudo, e foram semelhantes nas duas sessdes de
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tratamento. Entre os efeitos colaterais, o mais importante foi a dor tipo queimacéao,
relatada por todos os pacientes, de intensidade moderada (n= 13) a intensa (n=1)
(Tabela 1). Este desconforto iniciava-se aos primeiros 2 minutos de iluminagao,
mantendo-se até o final dessa. Posteriormente, era observada uma melhora
progressiva da dor em um periodo de 2 a 24 horas apds o procedimento. Uma
sensacao de ardéncia discreta foi relatada entre 24 e 48 horas. O eritema e o edema
puderam ser observados durante a iluminacdo e imediatamente apds o
procedimento, com regressao gradual em trés dias, seguido de descamagao no

periodo de 7 a 14 dias (Figura 10).

Figura 9 Paciente 10: Reagéao inflamatdria intensa no pds-tratamento imediato
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Tabela 1 Efeitos Colaterais (n=14)

LEVE MODERADO INTENSO
DOR 0 13 1
ERITEMA 11 2 1
EDEMA 11 2 1
DESCAMAGAO 11 2 1

Figura 10 Paciente 10: Descamacao intensa apés
10 dias de tratamento

O exame histopatoldgico pré-tratamento, pelo HE, revelou que trés pacientes
apresentavam retificacdo dos cones interpapilares e quatro, displasia das células

epidérmicas (trés com dano actinico leve e uma com dano actinico representado por
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ceratose actinica). Uma paciente apresentava lentigo solar. Todas as 14 pacientes
apresentavam elastose solar, com formagdo de area amorfa do colageno
estendendo-se desde a derme papilar até a derme média, a altura do musculo eretor
do pélo, tornando-se menos evidente ao atingir a derme profunda. Oito pacientes
apresentavam elastose de forma difusa - trés de forma difusa leve, quatro com
elastose difusa moderada, uma difusa intensa (Figura 11 e 12). Quatro pacientes
apresentavam elastose com massas isoladas (trés de forma moderada e uma com
formagcdo de massas isoladas de forma intensa). Apenas duas pacientes
apresentavam intensa elastose na forma de faixa na derme reticular. Pela coloragao
orceina, poucas fibras elasticas na derme papilar e reticular superior mantinham seu
aspecto morfolégico normal ao exame pré-tratamento. A configuracdo da elastose
solar foi bem evidenciada por essa coloracdo, que mostrou formagao de massas de
material elastético na derme reticular, ou a presenca de elastose com distribuicdo
difusa ou em faixa, conforme descrito anteriormente pelo HE. Com relagdo a
presenca do infiltrado inflamatdrio, doze pacientes apresentavam infiltrado leve a
moderado, predominantemente linfocitario, com raros eosindfilos, ao redor de vasos

€ anexos.
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Figura 11 EIas’c'ose-rsoiar."ldifusamente ”dispersa na derme supeicial antes do tratamento (HE —
pequeno aumento)

Figural1l2 Close da Figura 1
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Apos trés meses, 0 exame histopatologico a coloragao pelo HE, mostrou que
a retificagcdo dos cones interpapilares foi mantida. As pacientes com displasia do
epitélio e ceratose actinica ndo mais apresentavam pleomorfismo dos nucleos ou
figuras de mitose. O lentigo solar ndo se modificou. Todas mantiveram o infiltrado
linfocitario perianexial e perivasular, predominantemente. Neste periodo, foi possivel
observar uma modificacdo do aspecto na area de elastose solar em cinco casos,
onde fibras de colageno mais individualizadas, ausentes no exame anterior, surgiram
entremeando o material amorfo (Figura 13). Em trés desses casos e em outros dois
casos, também, foi possivel observar uma area bem delimitada abaixo da lamina
basal com fibras de colageno bem individualizadas (Figura 14). Essa area, formando
uma faixa, se mostrava bem mais evidente do que no exame pré-tratamento, onde a
area amorfa de elastose alcancava a derme papilar até o nivel da membrana basal.
A modificacdo do padrao de apresentacao da elastose solar, da forma de massas
isoladas para a forma difusa, ocorreu em apenas uma paciente. Neste periodo,
houve diminuicdo da compactacao das fibras elasticas, que se mostravam espessas
e aglomeradas, pela coloragdo orceina, em uma paciente (Figura 15). Em outro
caso, foi possivel observar fibras elasticas mais finas na derme superior, com

aspecto em candelabro na derme papilar (Figura 16).



Figura 13 Fibras colagenas entre material elastético na derme superficial depois 3 meses de
tratamento (HE — grande aumento)

Figura 14 Area de fibras colagenas bem definidas, em faixa, abaixo da membrana basal depois de

6 meses de tratamento (HE — médio aumento)
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Figura 15 Diminuicdo da compactagdo das fibras elasticas apds 3 meses de tratamento. A: pré-
tratamento e B: pés-tratamento (orceina — médio aumento)

il s P Vil o N g “SSE,

i:igura 16 Derme p:ailar ocupada por-fib?

-

s elasticas finas, dispostas predominantemente em
sentido perpendicular a superficie epidérmica apds 3 meses de tratamento (orceina- grande aumento)
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ApoOs 6 meses de tratamento, outras cinco pacientes também apresentaram
aumento do numero de fibras de colageno individualizadas dentro do material
elastético na derme superior, 0 que nao havia sido revelado ao exame pré ou poés
trés meses. O infiltrado inflamatério se manteve como no exame anterior. Desta
forma, ao final de seis meses, a presenca das fibras colagenas entremeando o
material elastotico foi observado em 10 das 14 pacientes.

Pela coloracdo da orceina, uma diminuicdo da compactacdo do material
elastotico foi observada em cinco pacientes. O aparecimento de fibras elasticas mais
finas, com aspecto aparentemente normal, foi observado em trés pacientes.

A Imuno-histoquimica, foi possivel observar um padrdo de distribuicdo
diferente entre os substratos avaliados. A MMP-9 apresentou marcagao de leve a
moderada intensidade tanto na epiderme quanto na derme (Figura 17). Na epiderme
pode ser observada em todas as camadas, predominantemente suprabasal. Todos

os outros substratos apresentaram marcacao apenas na derme.
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Figura 17 Leve marcagéo (coloragao por fosfatase alcalina - cor rosa) de MMP-9 na derme,

ao redor do foliculo piloso, antes do tratamento (imuno-histoquimica grande aumento),

A distribuicdo da marcacédo de colageno tipo | foi evidenciada em toda a
derme (Figura 18). A coloragao para colageno lll apresentou distribuicéo diferente do
colageno tipo I, sendo mais evidentemente marcada ao redor de vasos e anexos e,
também dentro da area de elastose. A distribuicdo de MMP-1 foi observada no
estroma dérmico, mas principalmente dentro da area de elastose. A MMP-3 estava
presente nas células do estroma dérmico, no endotélio e, raramente, nos linfocitos.
Quanto a MMP-7, a marcagao foi observada principalmente nos foliculos pilosos e
ao redor desses, e também dentro da area de elastose solar. A MMP-9 foi
evidenciada nas células do estroma dérmico, nas células endoteliais e inflamatdrias,

sendo mais evidente ao redor de vasos e anexos e dentro da area de elastose solar.
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Figura 18 Leve marcagao de fibras colagenas tipo | (coloracdo por fosfatase alcalina - cor rosa),
entremeando a area de elastose solar, na derme reticular, antes do tratamento (imuno-histoquimica
médio aumento)

A intensidade da imuno marcacao, na derme, foi ausente ou ocasional para
MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-12 e TIMP-1, sem modificagéo significativa durante o
periodo de tratamento (Tabela 2). A marcagdo para colageno tipo Il variou de
intensidade leve a moderada, sem modificagao significativa da marcagao no periodo

poés trés e seis meses (Tabela 3).
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Tabela 2 Modificagdes na intensidade da coloracdo de MMP-1, MMP-3, MMP-7,

MMP-12 e TIMP pela imuno-histoquimica durante o tratamento

Antes do tratamento Valor de p
MMPs e TIMP-1 Teste de y*de
0 + McNemar
Depois de 3 meses
0 1 2
0,500
+ 0 11
MMP-1 . _
Depois de 6 meses
0 1 2
0,500
+ 0 11
Depois de 3 meses
0 1 4
0,375
+ 0 9
MMP-3 . ,
Depois de 6 meses
0 0 7
0,070
+ 1 6
Depois de 3 meses
0 3 1
+ 0 10 1,000
MMP-7 . _
Depois de 6 meses
0 2 2
1,000
+ 1 9
Depois de 3 meses
0 6 0
0,063
+ 5 3
MMP-12 : -
Depois de 6 meses
0 8 0
0,250
+ 3 3
Depois de 3 meses
1
S OO 2 1,000
TIMP-1 -
Depois de 6 meses
° X 2 1,000
+ 1 2

0= auséncia de marcag¢ao ou marcagao ocasional

+= marcacao do substrato de forma pontual, com coloragéo de leve intensidade

++= marcagao de forma multifocal ou descontinua, com coloragao de moderada intensidade
+++= marcagéo de forma continua com coloragdo moderada a intensa

Nota: Os escores ++ e +++ nado foram observados na marcagao destes substratos
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Tabela 3 Modificagdes na intensidade da coloragao de Colageno tipo Il pela

imuno-histoquimica durante o tratamento

Colageno tipo I Antes do tratamento Vakz)r dep
+ ++ Teste de y~de McNemar

Depois de 3 meses

* ° ! 1,000

++ 1 7 ’
Depois de 6 meses

+ 6 5

. 0 3 0,063

0= auséncia de marcagao ou marcagao ocasional

+= marcacao do substrato de forma pontual, com coloracao de leve intensidade

++= marcagao de forma multifocal ou descontinua, com coloragdo de moderada intensidade
+++= marcacgao de forma continua com coloragdo moderada a intensa

Nota: Os escores 0 e +++ ndo foram observados para a marcagao destes substratos

A marcagao para MMP-9 e colageno tipo | mostrou-se de leve a moderada
intensidade, variando significativamente de acordo com o periodo de tratamento.
Dez pacientes apresentaram aumento da intensidade da marcacido de MMP-9 apds
3 meses (Figura 19). Entre esses, todos mostraram diminuicdo da marcagéo apos o
sexto més. Apenas quatro pacientes ndao mostraram modificagdo da marcacao de

MMP-9 durante todo o tratamento.
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Figura19 Marcacao (coloracao por fosfatase alcalina - cor rosa) moderada a intensa de MMP-9 na
derme papilar e reticular, proximo ao infiltrado inflamatério, apés 3 meses de tratamento (imuno-
histoquimica — médio aumento)

Com relagao ao colageno tipo I, 11 pacientes apresentaram aumento da
intensidade da marcagao ao terceiro més (Figura 20). Entre elas, cinco mantiveram a
intensidade da marcacéo alcangada no terceiro més, cinco apresentaram aumento
da intensidade da marcagao no sexto més e uma apresentou diminui¢cao ao final do

de seis meses (Figura 21), comparado ao terceiro.



Figura20 Moderada arcagéo de coléeno tipo | (coloragéo por fosfatase alcalina - cor rosa), na
derme reticular, apos 3 meses de tratamento (imuno-histoquimica médio aumento)

- ' . - - b - s, b - a5 ¢
Figura21l Moderada a intensa marcagao de colageno tipo | (coloragéo por fosfatase alcalina - cor
rosa), na derme reticular, apos 6 meses de tratamento (imuno-histoquimica - médio aumento)
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Entre as 10 pacientes com aumento da marcacdo de MMP-9 ao terceiro
més, oito também revelaram aumento da intensidade da marcacgéo de colageno tipo
| neste periodo, e sete delas mantiveram aumento de colageno tipo | ao final do
sexto més.

Apods correlacionarmos os resultados clinicos com os imuno-histoquimicos,
observamos que: entre as 10 pacientes que obtiveram melhora clinica global, oito
apresentaram aumento da expressao de colageno tipo | ao final de seis meses de
tratamento. Entre essas, sete apresentaram aumento da expressdo de MMP-9 ao
terceiro més. Apenas uma paciente que mostrou melhora clinica moderada ao sexto
més, apresentou aumento da expressdo de colageno tipo | neste periodo, sem
modificacdo da expressdao de MMP-9 em nenhuma fase do tratamento. Uma
paciente apresentou aumento da expressao de MMP-9 ao terceiro més e aumento
da expressao de colageno ao sexto més de tratamento, sem, entretanto, apresentar

melhora clinica evidente (Quadro 3).



Melhora Clinica

NUumero de Melanoses

NUmero de Ceratoses

Expressao de MMP-9 IExpresséo de colageno II

) l(textura, firmeza,rugas) solares Actinicas na derme na derme
Pacientes|
PGs 3 P6s 6 Pos 3 P6s 6 P6s 3 meses| Pos 6 meses Pos 3 Pos 6 P6s 3 meses|Pds 6 meses
meses meses meses meses meses meses
1 Nenhuma | Nenhuma | Diminui¢ao R/I/Ieeam(i)c:: - - Aumento |Diminuicdo] Aumento Aumento
2 Nenhuma Minima Sem Sem - - Aumento |Diminuicdo] Aumento Mantido
melhora melhora
3 Nenhuma | Moderada - - - - Aumento |Diminuicdo| Aumento Aumento
4 Significativa| Mantida ]Diminuicdo Melhgra Diminuigdo [Melhora Mantida] Aumento | Diminuigdo ng - Aumento
Mantida modificagao
5 Minima Mantida Sem Sem - - Aumento |Diminuicdo] Aumento | Diminuigao
melhora melhora
6 Nenhuma | Moderada | Diminuigéao Melhc_)ra - - ng ~ ng ~ | Aumento Mantido
Mantida Imodificagao|modificagao]
7 Nenhuma |Significatival - - - - Aumento | Diminuigao ng ~ S_(_em =
modificagao |modificacdo
8 Nenhuma | Moderada - - Cura Cura Aumento |Diminuicdo| Aumento Aumento
9 Nenhuma | Nenhuma | Diminui¢cao Melhgra - - ng ~ $gm ~ $gm ~ Aumento
Mantida Imodificagéo|modificacdo} modificagéo
10 Significativa| Mantida ]Diminuicéo k/l/lzlnh[iodr: Diminuigdo |Melhora Mantidal Aumento |Diminuicdo| Aumento Aumento
11 Nenhuma | Nenhuma |Diminuigédo Melhc_)ra Diminuigdo |Melhora Mantida ng ~ ng ~ | Aumento Mantido
Mantida |mod|f|ca<;ao modificagao
12 Nenhuma | Nenhuma | Diminui¢ao Melhpra - - ng ~ ng ~ Aumento Mantido
Mantida Imodificagdo|modificagao]
13 Nenhuma |Significatival - - - - Aumento |Diminuicdo] Aumento Mantido
: T Melhora T
14 Moderada | Mantida |Diminuicao Mantida - - Aumento |Diminuicdo] Aumento Aumento

Quadro 3 Correlagdo da Melhora Clinica com o aumento da expressdo de MMP-9 e colageno | na derme induzido pela MAL-TFD
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Nao houve divergéncia de opinides entre os observadores, quanto aos
resultados encontrados no estudo imuno-histoquimico. Esses resultados, analisados
pelos testes descritos na metodologia, foram estatisticamente significativos na
expressao imuno-histoquimica de colageno tipo | apdés 3 meses de tratamento (P= 0,
002), e também depois de 6 meses (P=0,001) (Tabela 4). Aumento estatisticamente
significante também foi encontrado na expressdo de MMP-9, apdés 3 meses de
tratamento (P=0,002) (Tabela 5). A expressao imuno-histoquimica de MMPs (1, 3, 7,
12), TIMP-1 e de colageno tipo Ill ndo revelaram modificagdo estatisticamente

significativa comparando os exames pré e pds-tratamento.

Tabela 4 Modificagbes na intensidade da coloragdo de Colageno tipo | pela

imuno-histoquimica durante o tratamento

] ) Antes do tratamento Valor de p
Colageno tipo | .
0 + ++ +++  Teste de Wilcoxon
Depois de 3 meses
0 0 0 0 0
+ 1 2 0 0
0,002
++ 1 8 1 0
+++ 0 1 0 0
Depois de 6 meses
0 0 0 0 0
+ 1 0 0 0
0,001
++ 0 7 1 0
+++ 1 4 0 0

0= auséncia de marcagao ou marcagao ocasional

+= marcacao do substrato de forma pontual, com coloragéo de leve intensidade

++= marcacgao de forma multifocal ou descontinua, com coloragao de moderada intensidade
+++= marcagao de forma continua com coloragdo moderada a intensa
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Tabela 5 Modificagdes na intensidade da coloracdo de MMP-9 pela imuno-

histoquimica durante o tratamento

Antes do tratamento Valor de p

MMP-9

0 + + e Teste Wilcoxon

Depois de 3 meses

0 0 0 0 0
+ 0 2 0 0
0,002
++ 0 9 2 0
+++ 0 0 1 0
Depois de 6 meses
0 0 2 1 0
+ 0 9 0 0
0,102
++ 0 0 2 0
+++ 0 0 0 0

0= auséncia de marcag¢ao ou marcagao ocasional

+= marcacao do substrato de forma pontual, com coloragéo de leve intensidade

++= marcagao de forma multifocal ou descontinua, com coloragao de moderada intensidade
+++= marcagao de forma continua com coloragao moderada a intensa

A correlagao entre a melhora clinica (textura, rugas, firmeza, niumero de
melanoses e ceratoses) das pacientes e a modificagdo na intensidade da expressao
da MMP-9 na derme e do Colageno tipo I, a imuno-histoquimica, durante as fases do

tratamento pode ser mais claramente observada pelo Quadro 4.



MELHORA CLINICA

EXPRESSAO DE MMP-9

EXPRESSAO DE

PACIENTE | IDADE (TEXTURA, RUGAS E MELANOSES E CERATOSES SOLARES ;
FIRMEZA)* (DERME) COLAGENO TIPO |
POS 3 . . . . .| POS3 | POS 6 . | POS 3 [ POS 6
MESES POS 6 MESES PRE POS 3 MESES | POS 6 MESES | PRE MESES | MESES PRE MESES | MESES
1 56 Nenhuma Nenhuma melanoses (8) melanoses (3) | melanoses (3) 2 3 0 1 2 3
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses (0)
2 60 Nenhuma Minima melanoses (3) melanoses ( 3) | melanoses ( 3) y 2 0 0 y 1
ceratoses (0) ceratoses ( 0) ceratoses ( 0)
3 59 Nenhuma Moderada melanoses (0) melanoses (0) | melanoses (0) y 2 0 0 2 3
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses ( 0)
C . melanoses (1) melanoses (0) | melanoses (0)

4 56 Significativa Mantida ceratoses (20) ceratoses (2) ceratoses (2) 1 2 1 1 1 2
5 60 Minima Mantida melanoses (2) melanoses (2) | melanoses (2) y 2 y 1 3 2
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses (0)

6 55 Nenhuma Moderada melanoses (12) melanoses (5) | melanoses (5) y 1 y 1 2 2
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses (0)

7 58 Nenhuma | Significativa melanoses (0) melanoses (0) | melanoses (0) y 2 y 2 > ”
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses (0)

8 60 Nenhuma Moderada melanoses (0) melanoses (0) | melanoses (0) y 2 y 1 ° 3
ceratoses (1) ceratoses (0) ceratoses (0)

9 57 Nenhuma Nenhuma melanoses (23) melanoses (7) | melanoses (7) y 1 y 1 y ”
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses (0)

10 56 Significativa Mantida melanoses (14) melanoses (5) | melanoses (5) y > y 1 > 3
ceratoses (8) ceratoses (1) ceratoses (1)

11 55 Nenhuma Nenhuma melanoses (25) | melanoses (21) | melanoses ( 21) > 2 > 1 > °
ceratoses (26) ceratoses (3) ceratoses ( 3)

12 56 Nenhuma Nenhuma melanoses (58) | melanoses (49) | melanoses (49) 2 2 2 1 2 >
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses (0)

13 58 Nenhuma | Significativa melanoses (0) melanoses (0) | melanoses (0) y 2 y 1 2 5
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses (0)

14 60 Moderada Mantida melanoses (67) melanose (30) | melanose (30) y 2 y 1 2 3
ceratoses (0) ceratoses (0) ceratoses (0)

Nota: Os escores da intensidade da imunomarcagéo de 0 a +++ foram identificados por algarismos
* Todas as pacientes apresentavam alteragéo da textura, rugas e firmeza no primeiro exame clinico.

Quadro 4 Correlagdo da melhora clinica com a variagao da expressao da MMP-9 e colageno tipo |, a imuno-histoquimica, durante as fases do tratamento
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Através da morfometria, a quantificacdo da densidade de fibras colagenas e
elasticas mostrou variacao significatica apos o tratamento (Grafico 1). A média da
quantidade de fibras colagenas foi de 6,99 no exame pré-tratamento; 7,61 apds o
terceiro més, e de 9,73 apods o sexto més. Desta forma, observamos que houve
aumento progressivo na quantidade de colageno apés tratamento (Figura 22). A
analise estatistica revelou que a diferenga na quantidade média de colageno
encontrada entre o periodo pré e pos trés meses foi de 0,62 (p= 0,157), e entre pré e
seis meses foi de 2,74 (p=0,048) (Tabela 6). Com relagédo a quantificagcao das fibras
elasticas, a média foi de 21,03, no exame pré-tratamento; 13,94 apdés 3 meses; e
14,00 apos o sexto més. A diferenca na quantidade média de fibras elasticas entre o
periodo pré e pos trés meses de tratamento foi de 7,09 (p=0,016), e entre pré e seis

meses foi de 7,03 (p=0,008) (Tabela 7).

22
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© . .
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b 10
S /. —®— Fibras colagenas
B3 g B oo

4

Antes Depoisde 3 meses Depoisde 6 meses

Fases do tratamento

Gréfico 1 Média das fibras elasticas e colagenas pela morfometria antes e depois do tratamento
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AN i -4 A . b s A A %
Figura 22 Aumento da densidade das fibras colagenas na derme superior, entremeando as areas
de elastose, apés 6 meses de tratamento, pela coloragdo picro sirius em microscopia com luz
polarizada — médio aumento



Tabela 6

Estatisticas descritivas das fibras colagenas pela morfometria antes e depois do tratamento

Fibras colagenas (%) para cada momento de tratamento

Diferencgas dos valores iniciais

Estatisticas descritivas

Antes Depois de 3 meses Depois de 6 meses Depois de 3 meses Depois de 6 meses
Média 6,99 7,61 9,73 0,62 2,74
Desvio padrao 3,59 2,80 2,55 1,95 4,55
Mediana 6,25 7,30 10,70 1,25 3,20
Valor de p - Teste de Wilcoxon 0,157 0,048

Tabela 7

Estatisticas descritivas das fibras elasticas pela morfometria antes e depois do tratamento

Fibras elasticas (%) para cada momento de tratamento
Estatisticas descritivas

Diferencgas dos valores iniciais

Antes Depois de 3 meses Depois de 6 meses Depois de 3 meses Depois de 6 meses
Média 21,03 13,94 14,00 -7,09 -7,03
Desvio padrao 8,60 6,29 8,05 9,53 7,52
Mediana 21,05 14,50 13,85 -6,30 -8,00
Valor de p - Teste de Wilcoxon 0,016 0,008

ol



6 DISCUSSAO

A TFD toépica utilizando o ALA e o MAL esta aprovada no tratamento do cancer
de pele ndo melanoma. Essas substancias apresentam propriedades diferentes
quanto a seletividade e a capacidade de penetracdo no tumor cutaneo. O ALA,
associado a varias fontes de luz, esta aprovado apenas para tratamento da QA,
apesar de varios trabalhos relatando seu uso em carcinomas, bem como no
tratamento do fotoenvelhecimento (Farah et al., 2005). O MAL esta aprovado para
utilizagdo com luz vermelha nos casos de QA e também CBC. Nos pacientes com
multiplas lesdes de QA, o tratamento de toda a regido afetada com MAL, e nao
apenas em lesdes isoladas, leva a melhora clinica global da pele, e por isso também
vem sendo utilizado para o rejuvenescimento cutdneo (Braathen et al., 2007). A
praticidade da TFD topica e os relatos de melhora de todos os componentes do
fotodano, como textura, rugas, melanoses e ceratoses despertaram o interesse dos
dermatologistas, tornando esse meétodo uma nova opcgao terapéutica para o
fotoenvelhecimento. Essa nova indicacao, entretanto, € baseada apenas em estudos
clinicos, nao havendo respaldo histopatopatologico da remodelagao dérmica da pele
fotodanificada na auséncia de tumor. A formacdo de fibrose além dos limites
tumorais apds a TFD foi descrita em carcinoma basocelular (Fink-Puches et al.,
1998). Essa fibrose acompanha o processo de cicatrizacdo das neoplasias
cutaneas, mas nao se sabe de que forma a presenca da QA poderia interferir na
remodelacdo dérmica durante o processo de cicatrizagdo. O desenho deste estudo
permitiu avaliar clinicamente pacientes com e sem QA, e identificar as modificagbes

histoldgicas induzidas pelo tratamento, sendo o primeiro estudo na literatura mundial
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a apresentar essa proposta. A falta de protocolo definido para ALA-TFD, até mesmo
para o tratamento de QA, onde diferentes fontes de luz e diferentes tempos de
incubacao do fotossensibilizante sao utilizados, apontou o MAL como uma boa
opgcao para a realizagdao do nosso estudo. As 14 pacientes estudadas foram
submetidas a sessbes de MAL-TFD, com luz vermelha, que embora nédo esteja
aprovada para fotorejuvenescimento, foi capaz de promover melhora global da pele
fotodanificada em 10 casos, entre os quais sete ndo apresentavam lesdes de QA
clinicamente evidentes, e ndo apenas nos casos de pele fotodanificada com QA,
como descrito na literatura.

No envelhecimento cutaneo, um processo inflamatério crénico desencadeia
continuamente um mecanismo de reparo compensatoério (Nola e Kotrulja, 2003). O
balango entre a sintese e a degradacgao de colageno leva a deficiéncia de colageno
no fotoenvelhecimento, e de alguma maneira a TFD poderia alterar a regulagao
entre dano e reparo da MEC. Em nosso estudo, a TFD foi utilizada como possivel
método indutor da remodelacdo dérmica e, portanto, a avaliacdo dos sistemas
colageno e elastico, bem como das enzimas degradadoras da MEC foi fundamental.
Pela coloragdo de rotina (HE) foi possivel identificar que todas as pacientes
selecionadas apresentavam elastose solar, alteragao histopatoldgica caracteristica
do fotoenvelhecimento. Essa degeneragédo se limitava a parte superior da derme,
separada da epiderme por uma estreita faixa de tecido coladgeno normal (zona de
Grenz), como descrito na literatura (Bennett et al., 2008). Uma das primeiras
modificagdes histoldgicas induzidas pela TFD, observada ja ao terceiro més de
tratamento ao HE, foi o espessamento dessa faixa de colageno, a qual se
encontrava associada ou ndo ao aumento de fibras colagenas bem individualizadas

entremeando a area de degeneragao basofilica em cinco casos. As fibras elasticas,
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aumentadas em numero, encontravam-se espessadas, enroladas e emaranhadas. A
diminuicao de fibras elasticas e o aumento de fibras colagenas na derme foram
evidenciados pelas coloragdes especiais utilizadas, orceina e picrosirius,
respectivamente. A descricao subjetiva das modificagdes dessas fibras nao seria
suficiente para analise criteriosa da remodelagao dérmica. Desta forma, foi realizada
a quantificacdo dessas fibras de forma objetiva, através da morfometria. Esse
método mostrou diminuigcdo estatisticamente significativa das fibras elasticas apds
trés e seis meses de tratamento, e aumento estatiticamente significativo das fibras
colagenas apos 6 meses.

O fotoenvelhecimento € mediado por absorcéo direta da radiacido UV e por
reagdes fotoquimicas mediadas por ROS (Naderi-Hachtroudi et al., 2002). Essas
reagdes também participam do mecanismo de acédo da TFD (Calzavara-Pinton et al.,
2007), podendo ser uma via de mecanismo em comum entre o processo de fotodano
e a TFD. Apesar do mecanismo de acao da TFD na pele fotodanificada ainda nao
esta esclarecido, sabemos que a radiacdo UV induz a liberacdo de MMPs que sao
responsaveis pela degradagcdo da MEC (Yaar e Eller, 2002). O controle da
degradacgao do tecido conjuntivo € regulado pela quantidade de MMPs e de seus
inibidores, as TIMPs (Mauch et al., 1988). As MMPs envolvidas no processo de
remodelacgao tecidual da pele fotodanificada incluem as MMP-1, 3, 7, 9 e 12 (Mauch
et al., 1988; Nagase e Woessner, 1999). Entre avaliagcbes imuno-histoquimicas
realizadas no estudo, ndo houve modificagdo estatisticamente significativa das
MMPs 1, 3, 7, 12, TIMP-1 ou colageno tipo Ill. A liberagdo de MMPs pelos
fibrobastos, apés a irradiacdo de UVB, é dependente da liberacdo de IL-6 pelos
ceratinécitos radiados. A IL-1 alfa tem papel principal na indugao da producéao de IL-

6 durante a interacao de ceratindcitos e fibroblastos, levando ao aumento de MMP-1
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e MMP-3 (Brenneisen et al., 1999; Fagot et al., 2004). A MMP-7 degrada proteinas
colagénicas e nado colagénicas, como a elastina. A MMP-12, produzida
principalmente pelos macrofagos, € a principal enzima ativa contra elastina
(Suomela et al., 2001). Normalmente, o colageno tipo Il encontra-se em menor
quantidade e esta associado ao colageno tipo I, formando uma rede. A TIMP-1 é
expressa principalmente por fibroblastos dérmicos e se liga a todas as MMPs ativas,
mas inibe preferencialmente as colagenases especificas (Kahari e Saarialho-Kere,
1997). A expressao de MMP-1 e de MMP-3 néo se alterou durante todas as fases de
tratamento do nosso estudo, diferente do achado de Karrer e colaboradores (Karrer
et al., 2003) que cita um efeito anti-fibrético da TFD na pele normal e na
esclerodermia, desencadeado pelo aumento de MMP-1 e MMP-3.

A expressao da maioria das MMPs, como a MMP-9, é regulada por fatores
de crescimento, hormdnios e citocinas, que podem ser liberadas pela radiagao UV.
Em nossos casos, a expressao da MMP-9 ocorreu tanto na epiderme quanto na
derme, revelando uma modificacdo do padrdo esperado na pele normal do adulto,
onde é encontrada apenas na epiderme. E descrito que em condicdes normais, os
fibroblastos humanos secretam apenas a MMP-2, e tornam-se capazes de secretar
também a MMP-9, na presencga de citocinas (Kobayashi et al., 2003; Bakos et al.,

2007). A radiagao UV ativa fator de transcricdo NF-xB (fator nuclear kappa B) que

estimula a transcrigdo de genes de citocinas proé-inflamatérias, incluindo a IL-1 Beta,
TNF-alfa, IL-6 e IL-8. Na derme, a MMP-9 foi observada nas células do estroma
dérmico, nas células endoteliais e inflamatérias, sendo mais evidente ao redor de
vasos e anexos, e dentro da area de elastose solar. Essa MMP apresentou sua
expressdo aumentada apos nosso tratamento. Como varias citocinas (TNF-alfa, IL-1

e IL-6) sao liberadas durante a resposta inflamatéria desencadeada pela TFD
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(Dougherty et al., 1998), nossa intervencao pode ser a responsavel pela modificagao
da expressdao da MMP-9. Um estudo sobre modificagcbes na MEC induzidas pela
TFD realizado por Pazos e colaboradores (Pazos e Nader, 2007) também revelou
aumento da expressdao e da atividade enzimatica da MMP-9 nas células
inflamatdrias, mas diferente do nosso estudo, esses autores avaliaram a TFD em
tumores de ratos. Em nossos casos ndo houve modificacdo significativa na
quantidade do infiltrado, quando comparamos o periodo pré e pds-tratamento, como
citado por esses autores.

Observamos aumento da densidade de colageno, a morfometria, que foi
identificado como colageno tipo | pela imuno-histoquimica. Este resultado, também
difere dos achados de Karrer e colaboradores (Karrer et al., 2004) que estudaram
TFD in vitro, e revelaram que fibroblastos podem aumentar a producdo de MMPs por
via direta ou paracrina (aumento de IL-1), e que a sintese de colageno tipo | é
diminuida, por efeito direto sobre os fibroblatos, in vitro. Esses autores também
usaram um modelo in vitro mimetizando a pele, in vivo, e demonstraram que a TFD
pode aumentar a liberacdo de MMP1 e 3, mas nao modificar a capacidade de
sintese de colageno tipo I. Como sabemos, a MMP-9, aumentada em nossos casos,
completa a degradacao dos produtos gelatinosos de clivagem da MMP-1. Os
pequenos peptideos, resultantes da quebra da gelatina pela MMP-9, ndo sao
capazes de inibir a sintese de pré-colageno, como fazem os fragmentos maiores,
produtos da clivagem por MMP-1 isolada (Fisher et al., 2002). Desta forma, o
estimulo a expressao da MMP-9 e, possivelmente, a inducdo da sua atividade
enzimatica pela TFD em nosso modelo de estudo, permitiu a sintese de novo
colageno, justificando a diferenga entre nossos resultados e os encontrados por

karrer e colaboradores. A degradagdo do material elastético (fibras elasticas
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fragmentadas e de fibras colagenas degeneradas), com a participagao da MMP-9, foi
demonstrada pelo exame histopatolégico (HE, picro sirius e orceina), ja no terceiro
més de tratamento. Simultaneamente, de acordo com a dinamica fisiolégica da
remodelacdo da MEC, tornou-se possivel a indugado da sintese de novo colageno.
Esses achados estao de acordo com dados da literatura que citam a importancia da
clivagem do colageno, previamente quebrado pela MMP-1, chamado de gelatina,
pela acdo da MMP-9 (gelatinase), com o objetivo de modificar a relagdo entre
fibroblasto e MEC.

A partir desses dados podemos especular que as modificagdes
histopatolégicas obtidas com o tratamento ocorreram como consequéncia da
resposta inflamatdria que acompanha a TFD, possivelmente pela produgao paracrina
de citocinas pelos ceratindcitos que estimularam a sintese e liberagdo de MMP-9.
Correlacionando os nossos resultados com os dados da litertura, podemos supor
que apds a agao dessa enzima, capaz de degradar o material elastético na derme
fotodanificada, houve uma modificacdo da relagdo entre fibroblastos e MEC,
permitindo a sintese de novo colageno tipo |I. Até o momento, este € o primeiro
trabalho que mostra resultados histopatolégicos com analises morfologicas e
quantitativas das modificagdes dérmicas induzidas pela TFD na pele fotodanificada,
além de propor um mecanismo de acao para essa remodelagao. Este estudo permite
admitir que a MAL-TFD é capaz de induzir a remodelacdo dérmica da pele
fotodanificada, ratificando as observagdes clinicas encontradas por nés e relatadas

na literatura.



7 CONCLUSOES

v

Houve melhora clinica de todos os componentes de fotodano
(alteracdo da textura, rugas finas, flacidez, melanoses solares e QA),
apos tratamento com duas sessdes de TFD topica (MAL-Aktilite), em
71,4% dos casos, em pacientes com ou sem ceratoses actinicas
clinicamente evidentes.

A remodelagdo dérmica pode ser avaliada pelas modificagcbes na
morfologia e na distribuicdo das fibras elasticas e colagenas, a
histopatologia. Esses achados foram quantitativamente mensurados,
pela morfometria, onde a diminuicdo da densidade de fibras elasticas e
o aumento da densidade de colageno foram estatisticamente
significativos apds trés e seis meses de tratamento.

O aumento da expressdo de MMP-9 na derme foi identificado pela
imuno-histoquimica, no terceiro més de tratamento, e sua atividade
enzimatica foi representada pela quebra do material elastético na
derme, evidenciada pela orceina, e quantificada pela morfometria.
Desta forma, o aumento da expressao e, possivelmente, da atividade
da MMP-9, na derme, levou a degradacdo da elastose solar, com

modificagdo da MEC, permitindo a sintese de novo colageno.



8 SUGESTOES

v' Avaliar as citocinas envolvidas na TFD para melhor esclarecimento do
mecanismo de acdo da TFD no tratamento das dermatoses nao
neoplasicas, como no caso do rejuvenescimento fotodindmico,
justificando a continuidade da nossa pesquisa.

v' Quantificar, através da zimografia, a atividade da MMP-9, induzida pela

TFD na pele fotodanificada.
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Coordenador do CEP



Anexo 2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

z ! UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
HOSPITAL UNIVERSITARIO CLEMENTINO FRAGA FILHO
SERVICO DE DERMATOLOGIA

Av. Brigadeiro Trompowsky, s/n° Ilha do Fundao
CEP 21941-590 — Rio de Janeiro - RJ
Telefones: (021) 2280-7211 e 2562-2580

TITULO DO ESTUDO
ESTUDO DA REMODELACAO DERMICA [INDUZIDA PELA TERAPIA
FOTODINAMICA NA PELE FOTODANIFICADA

JUSTIFICATIVA

Vocé apresenta alteragdes na pele causadas pelo envelhecimento cronol6gico e, também,
pelos danos provocados pelo sol. VVocé estd sendo convidado pelo seu médico a tomar parte de um
estudo clinico e histolégico para avaliar a melhora da pele induzida pelo tratamento proposto. Vocé
sera entrevistado, fotografado, biopsiado e submetido ao tratamento que sera dividido em duas sessdes
com intervalo de 4 semanas. Vérios estudos mostram melhora da cor e da textura da pele, das rugas,
bem como das lesdes pré-malignas e malignas causadas pelo sol, através da terapia fotodindmica
topica. Esta terapia consiste na aplicacdo de um medicamento em creme sobre a pele, seguido da
aplicacdo de uma luz.

OBJETIVOS

O objetivo desde estudo é avaliar a melhora da pele danificada pelo sol, bem como estudar as
modificacdes da pele, através do microscopio, induzidas pela Terapia Fotodindmica (TFD) topica, que
é a utilizacdo de um medicamento em creme na pele e posterior aplicacdo de uma luz prépria para o
tratamento.

PROCEDIMENTOS

Vocé sera atendido pelos médicos do Ambulatério de Dermatologia, que irdo lhe informar sobre
0 questionario, fotografias e a realizacdo das bidpsias de pele. Essas serdo necessarias para que
possamos estudar as alteragdes da pele antes do procedimento proposto (TFD) e as modificacdes
obtidas pelo tratamento.

A bidpsia € um método de exame simples para podermos ver ao microscépio as alteracdes da
pele causadas pelo sol. Sera realizada por um profissional experiente, dermatologista, com 0s
seguintes passos: 1. Limpeza com alcool; 2. Injecdo superficial na pele com anestesia 0,5 ml
(proporcional a 10 gotas); 3. Retirada de pequeno pedaco da pele de 0,5 cm (menor que um botdo), 4.
Sutura, com 1 (um) ponto, com agulha e fio finos, proprios para a biopsia da face, e 5. Curativo com
esparadrapo. O fechamento completo do local € observado em 7 dias, quando sera retirado o ponto,
pode deixar mancha mais clara ou mais escura, menor do que o tamanho da bidpsia.

Vocé serd acompanhada ambulatorialmente e submetida ao tratamento proposto (TFD) em 2
sessOes, com intervalo de 4 semanas. O tratamento consiste na aplicagdo de um medicamento em
creme (ME-ALA) em toda a face por um periodo de 3 horas. Durante esse periodo vocé ficarad
aguardando em uma sala sem exposicao solar. Apos esse periodo serd exposta a uma luz por um
periodo de 7 minutos. A lampada ficard a 8 cm de distancia da face. Durante a aplicagdo da luz, vocé
podera sentir discreto desconforto, como ardéncia de alguns pontos da pele, locais mais danificados



pelo sol. O tratamento, a TFD podera causar alguns efeitos colaterais, como edema (inchago), eritema,
(vermelhid&o), dor, formac&o de crostas e descamacdo, por um periodo de 1 a 7 dias.

DESCONFORTOS E RISCOS

1)Pela bidpsia: dor de pequena intensidade, uso de esparadrapo no local, pequena cicatriz e
infeccdo bacteriana, apesar de raro.

2) Pelo tratamento: sensacdo de ardéncia, até dor de pequena intensidade, vermelhiddo, inchaco,
descamacgdo da area tratada. InfeccOes bacteriana ou viral (herpes simples) podem ocorrer, apesar de
pouco frequente.

POSSIVEIS BENEFICIOS

Melhora da textura da pele, das manchas escuras, das rugas superficiais, das lesdes pré-
malignas, se existentes.

ORIENTACOES GERAIS

Vocé ndo é obrigado a participar deste estudo. VVocé pode recusar participar dele e até mesmo
deixa-lo a qualquer momento, sem ter que fornecer as razdes para tanto. Sua decisdo ndo afetara seu
direito a assisténcia médica.

O médico pesquisador estara a sua disposicdo para esclarecer qualquer ddvida que possa surgir
a respeito do estudo. Vocé pode se comunicar com Dra. Maria Claudia Almeida Issa pelos telefones
27041680, 2620-7162, 99815924 para qualquer esclarecimento.

As informacdes pessoais obtidas a seu respeito durante o estudo permanecerdo confidenciais.

Se vocé decidir participar, sera necessario um consentimento por escrito.

Li o documento de consentimento livre e esclarecido para este estudo. Recebi as
informacgfes necessarias sobre a natureza , proposta do procedimento e 0 que serd esperado de mim.
Minhas duvidas foram devidamente esclarecidas.

1. Concordo em participar deste estudo.

2. Informei ao médico sobre todas as doencas e medicamentos anteriores ou atuais e sobre
qualquer consulta com outro médico nos Gltimos trés meses.

3. A minha participacdo neste estudo é voluntaria, podendo recusar em participar ou retirar-me
do estudo a qualquer momento, sem penalidade ou perda dos beneficios aos quais tenha
direito.

4. Concordo que os resultados do estudo podem ser comunicados a comunidade cientifica e
publicados em revistas médicas, mantendo em sigilo 0 meu nome e 0 meu endereco.

5. Autorizo comités de ética, autoridades regulatérias locais ou estrangeiras, a examinarem, se
assim o desejarem, estes registros médicos para confirmacao das informacGes coletadas.

Nome do paciente

Assinatura Data
Meédico

Eu confirmo haver pessoalmente explicado, para o individuo acima identificado, a natureza e
0 proposito do estudo.

Assinatura Data




Anexo 3 Ficha de Avaliacéo Clinica

ESTUDO DA REMODELACAO DERMICA INDUZIDA PELA TERAPIA
FOTODINAMICA NA PELE FOTODANIFICADA

FICHA DE AVALIACAO CLINICA

Paciente n°:

Primeira consulta data:
Nome:

NUmero prontuério:
Endereco:
Telefone Residencial:

Telefone Comercial:

Idade: Prof:
Cor___

HPP:

- Cicatriz queloidiana:
- Herpes simples:
- Exposicéo solar:
- Protetor solar: FPS( ) Regularidade da aplicacéo:
- Doencas sitémicas:

a- Colagenoses:

b- Porfiria:

c- Transplante de 6rgéos:

d- Uso de imunossupressores:

e- Uso cronico de medicamentos: Anticoagulantes:

-Tratamento anteriores (ceratoses actinicas ou carcinomas):
a- Quando?
b- Efeitos colaterais dos tratamentos anteriores:

- Tratamento para rejuvenescimento:
a- Qual?
b- Quando?

H Familiar: Cancer de Pele na Familia: sim () ndo () Tipo:
H Social:
HDA:




Exame Fisico:

Classificacdo quanto aos tipos de pele (FITZPATRICK)

Tipo I: Queima facil e nunca bronzeia / pessoa de pele clara e fina, olhos azuis, cabelos vermelhos.
Tipo 11: Queima facil e bronzeia discretamente / pele de pessoas louras com olhos azuis-verdes.

Tipo I11: Queima e bronzeia com moderacdo / pele das pessoas discretamente morenas, com olhos e
cabelos levemente castanhos.

Tipo IV: Queima pouco bronzeia bastante / pele de pessoas mais morenas que o tipo anterior com
cabelos castanho-escuros.

Tipo V: Queima raramente e bronzeia muito / pele dosa mesticos, indios, hindus, e com olhos e
cabelos negros.

Tipo VI: Nunca queima e bronzeia intensamente / pele dos negros.

Classificacdo quanto ao envelhecimento (GLOGAU)

Grupo I: SEM RUGAS

Fotoenvelhecimento leve (28-35 anos)
Discretas alteracGes pigmentares

Ritides minimas

Necessidade de pouca ou nehuma maquiagem

Grupoll: RUGAS COM MOVIMENTO

Fotoenvelheciemento moderado (35 a 50 anos)
Lentigo solar

Ceratoses palpaveis, mas nao visiveis

Pouca maquiagem

Grupolll: RUGAS EM REPOUSO

Fotoenvelhecimento avancgado (50-60 anos)
Discromias, telangiectasias

Ceratoses visiveis

Rugas mesmo quando em repouso

Muita maquiagem

GrupolV: SOMENTE RUGAS

Fotoenvelhecimento grave (acima de 65 anos)
Cor amarela-acinzentado da pele

Ceratoses e cancer de pele

Rugas por todo a parte, sem pele normal

A maguiagem ndo consegue cobrir as lesdes



Ao Exame:
Peletipo: ()  Classificacdo de Glogau: Grupo (

Pele Fotodanificada

() Melanoses
NUmero de lesdes ()
( ) Ceratose actinica
NUmero de lesdes visiveis ()
NUmero de ceratoses palpaveis ()
() Textura
( ) Firmeza
() Rugas

Exame Dermatoldgico:



TERAPIA FOTODINAMICA
SESSAO1( ) 2( )

Data:
PREPARO DA AREA TRATADA
1- Preparo da lesdo ou da area:
a- limpeza: () cetaphil locdo () alcool
b- curetagem de ceratoses actinicas: ( ) cureta () gaze
2- Aplicacdo do medicamento topico (Metvix):
() tempo de aplicacédo 2 horas
3- Local da aplicacédo: face
4- Reacdo da pele apos a aplicacdo do creme: Sim () qual Né&o ()

5- Remocdo do medicamento: ( ) soro fisiologico 0,9% ( ) gaze seca

EXPOSICAO DA LUZ - EQUIPAMENTO: LED - AKTILITE
Fluéncia: 37 J/cm2
Tempo de exposi¢do: 8 min Distancia da pele: ( )8cm outro( )
POS-PROCEDIMENTO:

1- Alteracdes da pele tratada no pos-imediato / Intensidade: leve (1 a 3), moderado (4 a
6) e intenso (maior que 7)

() eritema
() edema
() bolha
() crosta
() outro

2- Queixa do paciente:
() dor Intensidade: Duragéo:
() ardéncia Intensidade: Duracéo:
() queimacéo Intensidade: Duragéo:
() prurido Intensidade: Duracéo:



POS PROCEDIMENTO
Sessao1( ) Sessdo2 ( )
Apo6s24—-48horas ( ) Apds7dias( ) Apoési5dias ()
Data:

1- Alteragdes da pele tratada / Intensidade: leve (1 a 3), moderado (4 a 6) e intenso

(maior que 7
() eritema
() edema
() crosta

2- Queixa do paciente:

() dor Intensidade: Duracéo:
() ardéncia Intensidade: Duragéo:
() queimagéo Intensidade: Duracéo:

() prurido Intensidade: Duracdo:



AVALIACAO CLINICA APOS TRATAMENTO (2 sessoes)

Apos: 15dias( ) 30dias( ) 2meses( ) 3meses( ) 4meses( ) 5meses( )
6 meses () 7meses()

DATA:

1- Escala de melhora (textura/ firmeza/ rugas)

() melhora minima (< 25%)

() moderada (25%-50%)

() significativa (51-75%)

() excelente (>75%)
2- Melanoses: nimero ()

melhora ( ) piora ( ) sem modificacdo ( )
3- Ceratoses actinicas visiveis: namero ( )

melhora ( ) piora ( )  sem modificacdo ( )



Anexo 4 Ficha de Avaliacdo Histopatologica

ESTUDO DA REMODELACAO DERMICA INDUZIDA PELA TERAPIA
FOTODINAMICA NA PELE FOTODANIFICADA

FICHA DE AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
Pré-tratamento

Data:

Bidpsia de pele (punch 5 mm) Regido:

A- Hematoxilina-Eosina:

[EEN
1

Descricao da lamina:

2- Retificacao dos cones interpapilares

w
1

Despolarizacdo das células epidérmicas

ESN
1

Presenca e tipo de infiltrado inflamatorio

a1
1

Distribuicdo da degeneracgéo basofilica do colageno
. elastose difusa ( )
. elastose com formacéo de massas isoladas ( )
. elastose em faixa compacta ( )

B-Coloragdes Especiais:

1- Estudo de fibras elésticas —

Orceina :

2- Estudo de fibras colagenas —

Picro sirius



MORFOMETRIA FIBRAS COLAGENAS

PACIENTES PRE POS 3 MESES POS 6 MESES
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MORFOMETRIA FIBRAS ELASTICAS

PACIENTES PRE POS 3 MESES POS 6 MESES
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IMUNO-HISTOQUIMICA - COLAGENO TIPO | E 111

PACIENTES

COLAGENO |

COLAGENO Il

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

10

11

12

13

14

P Auséncia de marcacdo ou marcagcdo ocasional.
+ Marcagdo do substrato de forma pontual, com coloragdo de leve intensidade.
++ Marcagdo de forma multifocal ou descontinua, com coloracdo de moderada intensidade

+++ Marcacdo de forma continua com coloracdo moderada d intensa.




IMUNO-HISTOQUIMICA — MMP-1, -3, -7, -9, -12 TIMP-1 (DERME)

PACIENTES

MMP-1

MMP-3

MMP-7

MMP-9

MMP12

TIMP1

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES]

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

10

11

12

13

14

P Auséncia de marcacdo ou marcacdo ocasional.

+ Marcagdo do substrato de forma pontual, com coloracdo de leve intensidade.
++ Marcacdo de forma multifocal ou descontinua, com coloracdo de moderada intensidade
+++ Marcacdo de forma continua com coloragcdo moderada d intensa.




IMUNO-HISTOQUIMICA — MMP-1, -3, -7, -9, -12 TIMP-1 (EPIDERME)

PACIENTES

MMP-1

MMP-3

MMP-7

MMP-9

MMP12

TIMP1

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES]

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

PRE

POS 3
MESES

POS 6
MESES

10

11

12

13

14

P Auséncia de marcacdo ou marcacdo ocasional.

+ Marcagdo do substrato de forma pontual, com coloracdo de leve intensidade.
++ Marcacdo de forma multifocal ou descontinua, com coloracdo de moderada intensidade
+++ Marcacdo de forma continua com coloragcdo moderada d intensa.




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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