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RESUMO

As estatisticas globais mostraram aumento progressivo da incidéncia
de cancer de pele em diversos paises. A exposicdo cumulativa a
radiacdo solar (ultravioleta B) nas duas primeiras décadas da vida
representa fator de risco critico para o desenvolvimento da doenca. O
carcinoma basocelular (CBC) é uma neoplasia com origem na derme
profunda. TFD demonstra potencial inovador para tratar pacientes
diagnosticados com CBC que tém contra-indicacoes para outras
modalidades terapéuticas e que estdo de acordo com os riscos de
recorréncia relacionados ao tratamento. Para melhor avaliar como a
TFD modifica o historico natural do CBC, é necessario realizar ensaios
controlados randomizados avaliem nao apenas a efetividade imediata
dos protocolos, mas seus efeitos a longo prazo em termos de resposta
terapéutica completa, de modo a gerar melhores evidéncias que
orientem a pratica clinica. Para responder a essas questdes, foi
desenhado um ensaio clinico fase Il, aberto, com TFD combinada a
nanoemulsao de Aluminio-Cloro Ftalocianina (TFD-AICIFc-N). A
pesquisa foi projetada com dois bracos de intervencdes, um primeiro
para definir a melhor dose - resposta patolégica do CBC (30 pacientes)
e um segundo para avaliar a nao inferioridade da TFD em comparacao
ao tratamento cirurgico, com 120 sujeitos de pesquisa. Durante a
realizacdo da primeira parte do ensaio, foi observado que a
nanoemulsao de AICIFc a 10 pM apresentou permeacao cutanea
inadequada, observando-se histologicamente a nao remissao dos

tumores.

Palavras Chaves: Terapia Fotodinamica; Carcinoma Basocelular;

Ensaios Clinicos; Nanomedicina.



ABSTRACT

Basal Cell Carcinoma (BCC) is an epithelial neoplasm with origin in the deep
dermis. Global statistics have shown the progressive increase in the incidence
of skin cancer in several countries. The cumulative exposure to solar radiation
(ultraviolet B) in the first two decades of the lifetime represents the critical risk
for the development of the disease. TFD demonstrates innovative potential for
treat patients diagnosed with BCC who may prefer best cosmetic results or
have contraindications to others therapeutic modalities, which are in
accordance with the risks of recurrence. Although, in order to better evaluate
how TFD modify the natural history of BCC it is necessary to perform
randomized controlled trials which should assess not only the immediate
effectiveness of the protocols but their long-term effects in terms of complete
therapeutic response, in order to generate the best evidence to guide the
clinical practice. To answer these questions, it was designed a clinical trial
phase Il, open label, with PDT combined to a nanoemulsion of Aluminum-
Chloride Phthalocyanine (PDT-AICIFc-N) to treat Superficial Basal Cell
Carcinoma clinical and histologically diagnosed. The research was designed
with two arms of intervention, one to define the best dose to achieve a
complete pathologic answer of sBCC (30 patients) and a second branch to
evaluate the non-inferiority of TFD when compared to surgery treatment (130
patients). The second arm would be a non-inferiority study to compare PDT to
surgery with 120 patients. During the realization of the first part of research, it
was observed the nanoemulsion of AICIFc 10 uM was not absorbed, with no
histologically remission of the tumors and the trial was cancelled for ethical

reasons.

Keywords: Photodynamic Therapy, Photosensitizers, Basal Cell
Carcinoma, Clinical Trials, Nanomedicine.
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I. INTRODUGAO
1.1. ASPECTOS CLINICOS DO CARCINOMA BASOCELULAR DE PELE

O potencial mutagénico e carcinogénico fazem da radiagao solar ultravioleta
B (RUV-B) um carcinégeno perfeito, reconhecido como o principal fator
causal para o desenvolvimento de qualquer tipo de cancer de pele. A relacéo
entre a exposicao desprotegida a RUV-B e o surgimento da neoplasia
cutanea é complexa e depende tanto de caracteristicas individuais (idade,
tipo de pele, cronicidade e caracteristicas histoldgicas do tumor) quanto de
fatores ambientais. Considera-se que a exposicao excessiva e cumulativa a
radiacdo solar nas duas primeiras décadas de vida, e em especial na
infAncia, representa o mais importante fator de risco para o desenvolvimento
da doencga anos mais tarde [1;2;3].

Desde o século XX, tem se observado o aumento da incidéncia de cancer de
pele em varios paises do mundo. No carcinoma basocelular de pele (CBC),
observa-se que a doenga € mais frequente nos paises préoximos da linha do
Equador e entre trabalhadores expostos ao Sol, constituindo-se desse modo
como doenga ocupacional. O aumento da longevidade da populagdo e a
maior exposicao recreativa a radiagcao UV relacionada a estilos de vida tém
sido implicados como fatores predisponentes ao desenvolvimento da doenca.
O National Health System (NHS) calcula que em 2020 o céncer de pele
consumira recursos do sistema de saude inglés na ordem de 180 milhdes de
libras [4], enquanto nos EUA esse gasto tem sido 6-7 vezes maior que o
relacionado ao tratamento do melanoma, alcancando cerca de US$ 650
milhdes/ano [5], sem contar os impactos econdmicos relacionados a
produtividade [6]. Apesar do consenso mundial quanto a importancia
epidemioldgica do CBC tem sido observado que a doenga recebe pouca
atencdo em termos de pesquisa pré clinica e clinica.

No Brasil, 25% do total das neoplasias diagnosticadas tem origem primaria
na pele. O Instituto Nacional do Cancer do Brasil estima que em 2016 - 2017
surjam 175.760 casos novos da doencga, que, distribuidos por subgrupos de
género, representam 81,66 casos novos por 100 mil homens ou 91,98 por
100 mil mulheres [7].



A regiao brasileira com maior numero de casos diagnosticados é a Sul
(138,75/100 mil), onde a populagao possui maior propor¢ao de pessoas com
origem caucasiana. Nas Regides Norte e Nordeste, mais proximas da linha
do Equador, observam-se taxas de 42,48 / 100 mil e 28,89 / 100 mil.
Possivelmente essas diferengas estariam relacionadas a quantidade maior de
melanina nessa populacao ou a subnotificacido da doenca [7].

Estudos epidemioldgicos demonstraram que o sexo masculino e a idade
avancada representam fatores de risco independentes para o
desenvolvimento de CBC, ainda que sua incidéncia entre jovens venha
aumentando devido a adocdo de novos estilos de vida em que o
bronzeamento da pele possui valor estético, resultado que é obtido tanto de
modo natural quanto por equipamentos luminosos nem sempre utilizados
com segurancga adequada [8].

O principal mecanismo para a origem do carcinoma basocelular é a lesdo do
DNA das células da epiderme profunda, além de alteragbes na vigilancia
imunoldgica local. Em individuos com risco para a doenga, 0 uso de
medicagdes imunossupressivas, tais como ciclosporina, azatioprina e
micofenolato, comumente utilizadas em transplantes de érgédos e em outras
condicdes crbnicas, aumentam a presdiposi¢cao para o desenvolvimento da
doenca. O desenvolvimento de CBC estaria também relacionado ao declinio
na capacidade biolégica de reparar danos cumulativos no genoma.
Individuos superexpostos a radiacdo solar que apresentam capacidade
insuficiente para reparar o DNA lesado apresentam risco estimado para CBC
cinco vezes maior quando comparados a grupo controle [9, 14].

Em termos clinicos, o CBC se apresenta como lesdes dermatologicas de
crescimento lento e baixo potencial metastatico [15], ainda que localmente
apresente comportamento invasivo com o desenvolvimento de lesbes
multicéntricas, sincrénicas e metacrénicas. De um modo geral o CBC é
oligossintomatico, muito raramente sensivel ou doloroso. A dermatoscopia
sao observadas lesbes de cor variavel, do réseo ao avermelhado, pouco
elevadas, com limites bem definidos, com presenga em sua superficie de
telangiectasias e crosta (Figura 1). Ulceragao e queixa de dor local sugerem

agressividade tumoral e possivel infiltragao perineural [16].



Figura 1 - Carcinoma Basocelular Superficial localizado na regido interescapular,
dorso do nariz e maxilar direito. As duas Ultimas lesbes estdo localizadas na
chamada Zona H.

O ciclo celular dessa neoplasia assemelha-se ao das células normais da
epiderme e dura em média cerca de 217 horas, embora a fase S, quando o
DNA ¢é replicado, esteja aumentada cerca de duas vezes (19-20 horas) em
relacdo a normalidade [17]. O alongamento da fase S denota desregulagao
dos controles de checagem (checkpoints controls) que asseguram a
regularidade da sintese do material genético, a transi¢ao para a fase seguinte
até que seja completado todo o ciclo celular. Considerando que a fase S em
mamiferos dura entre 6 e 8 horas, a alteragao no tempo de duragéo conforme
observado nas células de CBC indica transtornos na vigilancia molecular do
processo [10].

Apesar do CBC comportar-se com baixa agressividade, a doenga esta
relacionada a morbidade importante devido as lesées acometerem com
frequéncia a face, em especial na chamada Zona H, considerada de dificil
tratamento devido a maior incidéncia de recorréncias e a obtencdo de
resultados estéticos quase sempre insatisfatérios.

Histopatologicamente a lesdo é descrita como neoplasia maligna originada
nas células basaldides da epiderme, que apresentam nucleos
comparativamente maiores que o citoplasma. Completando o quadro,
observam-se a perda das pontes celulares, raras mitoses, separagao entre o
estroma e o parénquima tumoral e uma arquitetura neoplasica organizada
em clusters organizados em pali¢cada.

No CBC superficial as células neoplasicas nao invadem a derme papilar. Tem
sido demonstrado que ponto de vista histolégico a arquitetura da lesdo do

CBC representa um fator critico para prognosticar o crescimento da leséo,



assim como para a escolha do método terapéutico, enquanto os padrdes de
diferenciacao celular devem ser considerados como parte do diagndstico
diferencial do complexo espectro histopatolégico do CBC [18]. Embora os
autores ndo raramente adotem terminologias histopatolégicas nao uniformes
para descrever a doenca, o CBC classicamente tem sido classificado em
tipos indiferenciado e diferenciado, cada qual com subtipos com frequéncia,
evolugao e prognosticos distintos. Estudos tem demonstrado que o processo
de diferenciacao celular a partir de uma linhagem especifica ndo impacta o
prognéstico tumoral. Entre os CBCS indiferenciados, os mais frequentes e os
que tem recebido maior atengcdo em termos de pesquisa tém sido o CBC
superficial e o CBC Nodular, que em geral apresentam crescimento indolente.
CBC infiltrativos, @ CBC metatipico, CBC morfeiforme ou esclerosante
apresentam crescimento agressivo e infiltrativo (Quadro 1).

Em cerca de 37-43% ou 1/3 dos casos diagnosticados podem ocorrer
associagdes de tipos histolégicos em um mesmo tumor [18; 19] O CBC
metastatico, a forma mortal da neoplasia, € entretanto doenca muito rara,
somando cerca de 400 casos registrados na literatura desde quando descrito
pela primeira vez no final do século XIX [20]. As metastases em ordem de
freqiéncia disseminam-se para linfonodos regionais, pulmao e figado. A
sobrevida nesses casos € tao baixa quanto 0,1% e varia de 8 meses a 3.6
anos [19; 21].

O padrao ouro para o tratamento da neoplasia é a cirurgia, que permite a
remogao completa da lesdo com margem de seguranga. Mais raramente tém
sido empregados a eletrocirurgia, a criocirurgia, a radio e a quimioterapia.
Ensaios clinicos e estudos econdmicos de custo-efetividade tém
demonstrado que a Terapia Fotodindmica (TFD) é inovagao tecnoldgica
promissora no tratamento de canceres de pele ndo melanoma, como
alternativa para direcionar substancias fotossensibilizantes preferencialmente
as células tumorais, reduzindo os efeitos citotoxicos nas células sas. Mais
recentemente, os resultados promissores observados in vitro e in vivo no
tratamento do hepatocarcinoma humano mediado pelo fator inibidor da
transcricdo Gli1 nanoencapsulado (NanoHH1), que regula a via de

sinalizacdo Hedghog, da qual alguns CBC possuem dependéncia critica,



definiram uma nova fronteira de estudos para tratamento do Carcinoma

Basocelular — a terapia génica [21].

Quadro 1 Algumas Caracteristicas do Carcinoma Basocelular
Indiferenciado Diferenciado
Crescimento Lento Crescimento Agressivo - K )
Histopatologia F
Histopatologia F RPC Histopatologia F RPC
BC "BC .
“BC 17.4% 3.6% “BC 7.4% 26.5% CBC Queratotico
Superficial infiltrativo
CBC CBC infundibulo-
CBC Nodular 21% 6.4% - 10%%*

e - cistico
Metatipico

CBC folicular
CBC pleomorfico
CBC com
diferenciacao em
duto sudoriparo

raro
CBC com

CcBC cBCC iferenciacio e
14.5% _ 1.1% _ diferenciagao em
Micronodular Morfeico glancula sebacia
Fibroepithelioma de
Pinkus
CcBC Carcinoma Basocelular. RPC recorréncia pos-cirurgia. F frequéncia .

Apud Crowson [46]; Tarallo [15]

Em termos praticos a TFD foi incorporada ao arsenal disponivel para o
tratamento do CBC, a partir da regulamentacgao de dois farmacos precursores
da protoporfinira 1X. O Centro Europeu Para a Prevencao e Controle de
Doencgas (European Centre for Disease Prevention and Control), responsavel
pela regulagao sanitaria no continente, aprovou o seu uso combinado com o
fotossensibilizante metil-aminolevulinato (MAL), tanto para a forma superficial
quanto nodular do carcinoma basocelular. A agéncia norte-americana Food
and Drug Administration aprovou a TFD com &cido aminolevulinico (ALA)
para o tratamento da ceratose actinica. Nesse pais, contudo, tem sido cada
vez mais frequente o uso off label da TFD combinada com MAL no

tratamento do Carcinoma Basocelular Superficial [22, 23].
1.2. BREVE HISTORICO DA TERAPIA FOTODINAMICA

A primeira evidéncia clinica da eficacia da TFD foi obtida em 1903 por

Dreyer, em Copenhaguem, e Jesionek e Von Tappeiner, em Munique,



quando aplicaram eosina ou eritrosina topica, seguida de exposi¢ao a luz, em
pacientes portadores de pitiriase versicolor, psoriase, carcinoma basocelular,
lupus vulgar, sifilis, condiloma acuminado e molusco contagioso. Apesar dos
pesquisadores terem obtido alguns desfechos clinicos favoraveis, falhas
metodoldgicas dos estudos relativas ao acompanhamento clinico dos
pacientes, a inconveniéncia do uso de radiacao UV e a precariedade dos FS
disponiveis a época levaram ao abandono das linhas de pesquisa, so
retomadas na década de 70, com os estudos com Photophrin™ conduzidos
por Dougherty e colaboradores.

Esses pontos negativos apresentados pela primeira geragao de FS (retencao
cutdanea da drogas e fotossensibilidade prolongada nas areas tratadas e
expostas a luz) conduziram a pesquisas por novas formulagbes que
demonstrassem maior eficiéncia e seguranga, o que originou a segunda
geracdo de fotossensibilizantes. Em geral, os compostos da segunda
geragao apresentam caracteristicas mais favoraveis a aplicagao na TFD em
comparagao com aqueles de primeira geragao de FS, tais como: elevado
rendimento quantico na geragdo de oxigénio singleto, maior estabilidade
quimica e fisica, atoxicicidade em auséncia de luz, alto grau de pureza
quimica e reducgado de efeitos secundarios [25;26]. Algumas das principais
classes de FS estudadas com aplicacao terapéutica sdo: texafirinas, clorinas,
feoforbideos, purpurinas, protoporfirinas, derivados de benzoporfirinas e
ftalocianinas [26;27]. O desenvolvimento de fotossensibilizantes de terceira
geragao consiste na conjugagao de FS a compostos biologicamente ativos,
tais como anticorpos, peptideos e acido folico [26], e mais recentemente, a
associacdo de FS a carreadores nanoestruturados como lipossomos e
compostos nanopoliméricos [24].

As ftalocianinas constituem uma classe de FS amplamente estudada que tem
apresentado bons resultados em aplicacbes na TFD. Derivadas de
azoporfirinas, as ftalocianinas possuem alto coeficiente de absorcao espectral
na faixa de comprimentos de onda longos, entre 650 - 850 nm [28]. Dentre as
demais vantagens dos derivados de ftalocianina estdo: elevada capacidade
de producdo de ERO comparadas a outros FS, alto potencial seletivo de

agregacao a células tumorais e rapida eliminagéo do organismo.



Entretanto uma das limitagdes a utilizacdo dos FS, incluidas as ftalocianinas
e seus derivados na TFD, deve-se a alta hidrofobicidade, pois apresentam
baixa solubilidade em meios fisiolégicos hidrofilicos, o que gera dificuldades
de transporte através dos sistemas biolégicos e eleva drasticamente o seu
potencial de agregacao [28;29]. Essa propriedade afeta suas propriedades
fotofisicas, quimicas e biolégicas com a consequente redugdo na formagao
de ERO, quando as FS sao comparadas a outras espécies monomeéricas que
apresentam propriedades fotoativas ideais [29]. E possivel, entretanto,
melhorar a absorcdo dos FS por meio da associagdao com carreadores de
drogas, em particular sistemas nanoparticulados.

A eficacia das ftalocianinas depende da presenca de ion metalico na sua
molécula, que influenciam diretamente no chamado rendimento quantico de
quando assume o chamado estado triplete ao receber foto-estimulacdo. Os
complexos de ftalocianina de zinco e aluminio apresentam dentre suas
caracteristicas fotoquimicas a meia vida longa nos estados singlete e triplete,
0 que produz campos quanticos mais altos e maior eficiéncia de agao nos
substratos celulares. Outras ganhos importantes, obtidos pela incorporagao
de metais a molécula, sdo o acumulo seletivo em 6rgaos [30] e a rapida
eliminagao apds decorridas 24 h de administragao da droga. Por outro lado,
as nanoemulsdes constituem um sistema de entrega que permite melhorar a
solubilidade e a biodisponibilidade de drogas lipofilicas, de forma a permitir
que sejam mais facilmente absorvidos e distribuidos nos tecidos, como € o
caso da aluminio-cloro-fitalocianina (AICIFc).

Estudos pré-clinicos de farmacocinética, em que esta incluido um realizado
com caes, acometidos de tumores de pele espontadneos, demonstraram alta
afinidade e seletividade da AICIFc tépica pelo tecido neoplasico, com meia
vida tecidual de 2,6 a 3,34 horas e meia vida de eliminagcdo de 4,3 horas e
auséncia de evidéncia de captagao por musculos e tecidos sdos proximos da
lesdo tratada, o que |he garante maior seguranga no que respeita a

possibilidade de efeito adverso de fotossensibilizagao [31;32;33].



1.3 — USO DA TERAPIA FOTODINAMICA EM DOENCAS HUMANAS

A Terapia Fotodinamica utilizando fotossensibilizantes nanoestruturados
possui um horizonte tecnoldgico promissor, com potencial de aplicagdo amplo
em varias especialidades medicas. Estudos pré-clinicos realizados desde
2003 no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Biologia/ UNB, na
rede de pesquisa vinculada ao Instituto Nacional de Nanobiotecnologia
[34;35;36;37;38;39;40;41;42;43;44) e em outras centros internacionais de
pesquisa [45;46;47;48;] tém demonstrado a eficacia terapéutica da TFD
combinada a aluminio-cloro-ftalocianina nanoestruturada em neoplasias
malignas da boca, da boca e da mama. Em termos de ensaios clinicos, deve-
se ressaltar que a TFD combinada a AICIFc foi utilizada em ensaios clinicos
conduzidos no Laboratério de Nanobiotecnologia/UNB, para o tratamento de
carie dentaria e na doenca periodontal [29;42].

De um modo geral a TFD é considerada um procedimento seguro, bem
tolerado pelos pacientes [47;48;49;50]. N&o existem relatos de eventos
adversos importantes ou letais. Efeitos adversos relatados em ensaios
clinicos com TFD para tratamento de Ceratose Actinica, Carcinoma
Basocelular Superficial e Doenca de Bowman foram em sua maioria locais
[48].

Estudos publicados demonstram que sintomas locais, entre 43 e 99% dos
pacientes, estdo relacionados com dor, eritema e prurido no sitio da lesao
tratada. Esses efeitos foram mais frequentes no dia da aplicagdo do
tratamento e raramente se prolongaram por uma semana. Entretanto, a
descontinuidade do tratamento, por causa de dor local, foram relatados em
43 ensaios clinicos selecionados por revisdao sistematica produzida pela
Universidade de Alberta (Canada), para avaliagdo da seguranga do uso
terapéutico da TFD e outras variaveis relacionadas ao custo e ao
financiamento dessa tecnologia, no sistema de saude daquele pais [51]. No
que respeita a qualidade do resultado estético, dados analisados nessa
revisdo demonstraram que os desfechos obtidos com o uso da TFD foram
consistentemente superiores em relacdo aos alcangcados com outros
tratamentos convencionais para tratamento do cancer de pele nao-

melanoma.



O custo baixos de aquisicdo da fonte luminosa e da produgcdao dos
fotossensibilizadores, a facilidade da execucao do protocolo terapéutico e a
extensa capilaridade do Sistema Unico de Saude - SUS apontam para a
hipétese de que no Brasil a TFD possuiria um grande potencial de custo-
efetividade, ao modo como estudos realizados em outros paises tém
demonstrado, inclusive quando a técnica é utilizada na rede de atencéao
primaria a saude [52;53;54;55].

1.4 Mecanismo de ag¢ao da TFD

A terapia fotodindmica (TFD) € uma modalidade terapéutica que envolve a
combinacgao de trés componentes nao téxicos: substancia fotossensibilizante
(FS), luz em comprimento de onda especifico e oxigénio molecular. Quando
esses elementos interagem, ocorre a produgdo em cadeia de espécies
reativas de oxigénio (ROS) [56;57;58;59]. Os fotossensibilizadores per se tém
propriedades nao téxicas, mas constituem a pedra angular da eficacia da
TFD, pois representam o substrato molecular que promovera a transi¢cao da
energia fotoelétrica para a energia quimica, o que é um passo essencial para
a geracao de ERO [56;58]. Entre os principais oxidantes organicos estao os
chamados radicalares: hidroxila (HO-¢), superoxido (O2+-), peroxila (ROO-) e
alcoxila (RO¢); e os nao radicalares, que incluem o préprio oxigénio; o
peréxido de hidrogénio e o acido hipocloroso. O quadro completa-se com as
espécies reativas de nitrogénio (ERN), igualmente citotoxicas, em que estdo
incluidos o Oxido nitrico (ONe); o 6xido nitroso (N2Os3); o acido nitroso
(HNOy); os nitritos (NO3-); nitratos (NOs-) e o peroxinitritos (ONOO-), cujo o
processo de formacgédo esta correlacionado aqueles que originam as ERO
[60].

O processo de formacao das ERO é mediado por dois mecanismos basicos e
interdependentes — de fotoreacdes tipo | e tipo Il. No primeiro tipo, a radiagao
de luz leva o FS ao estado de singlet, o que lhe permite reagir com varias
moléculas organicas do substrato do tumor. Em paralelo, por reacgdes
cruzadas, o fotossensibilizador excitado eletronicamente reage com O2 para
formar espécies reativas de oxigénio, iniciando a fotorreagdo do tipo Il. Os
ERO resultam da transicdo energética do oxigénio em estado molecular

triplet (30,) para singlet (102). A fotorreagdo do tipo Il é fortemente
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influenciada pela concentracdo de O, e ERN antes citadas, cabendo
assinalar que a deprivacdo de vitamina A nas células facilita o estress
oxidativo, a disfungdo mitocondrial, a ativagdo de um conjunto de reacdes
quimicas hostis a homeostase, centrada na ativacdo de PARP-1, mediador
quimico que atua em cadeias de checkpoint de danos ao DNA, a regulagao
da transcrigao, a dindmica da diferenciagéo e a morte celular. Alguns estudos
demonstram que a superativagdo da PARP-1 em microambiente de stress
oxidativo relacionado a isquemia levam a morte celular independente da
ativacao de caspases. Por sua vez, o ON em reagdo com o O2 pode produzir
peroxinitrito, um poderoso ERO que aumenta o estado do estresse oxidativo
no microambiente tecidual.

Os ERO representam assim o principal mediador dos efeitos fotooxidativos e
reagem com as moléculas integradas nas estruturas celulares, especialmente
as da membrana plasmatica, das mitocéndrias e dos lisossomos, levando ao
transtorno das vias de sinalizagao e a bloqueio energético terminal. A morte
das células neoplasicas ocorre por apoptose, necrose ou autofagia
combinada com a ativacdo da resposta imune e com o colapso da
vasculatura tumoral [25].

Os fotossensibilizadores com afinidade para as mitocdndrias e o reticulo
endoplasmatico (mito-TFD) promovem via proteases a clivagem das
proteinas anti-apoptéticas da familia BCL2 e BCL-XL, enquanto as proteinas
proapoptéticas permanecem intactas no citosol. BAX via tBID promove a
liberacdo mitocondrial do citocromo C, que, através das caspases, conduz a
célula a processo de apoptose irreversivel [61]. No entanto, a perda da
funcdo BCL2 permite que a célula inicie o processo chamado de autofagia
[62].

Os fotossensibilizadores com enderegamento subcelular para lisosomas
(Liso-TFD) podem ignorar a autofagia como mecanismo de morte celular, o
que, por causa de seu efeito citoprotetor, poderia contribuir para a resisténcia
de tumores a TFD. As células com superexpressdo de mediadores do
processo autofagico adquirem a capacidade de resistir a fototoxicidade, uma
vez que as mitocéndrias e o reticulo endoplasmatico sdo sequestrados e
reciclados antes do conjunto de reagbes bioquimicas que orientam a morte

celular para a apoptose [61], limitando a geracdo de ERO e,
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consequentemente, produzindo os efeitos citotoxicos [63]. A autofagia € um
processo biolégico que permite a sobrevivéncia celular pela remogao de
proteinas especificas e de organelas em situagao de estresse foto-oxidativo,
cabendo ser classificado conforme o sitio em que esse processo acontece,
v.g. reticulofagia, mitofagia (mitocbndria), pexofagia (peroxissomas) e

agregofagia (agregosomos).
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2. JUSTIFICATIVA

O ensaio clinico teve por objetivo analisar o uso da TFD combinada a AICIFc-
N no tratamento clinico do carcinoma basocelular superficial, a partir das
seguintes pontos que integram o racional do estudo:

A incidéncia crescente do cancer de pele ndao-melanoma no mundo e, em
especial, do carcinoma basocelular, representa um problema de saude
publica. No Brasil esta tendéncia adquire maior relevancia por conta do
envelhecimento populacional, quando a prevaléncia de doencas crénicas nao
transmissiveis acentua-se.

A seguranca e a eficacia terapéutica da TFD no tratamento dos canceres
nao melanoma, em especial do carcinoma basocelular, conforme
demonstrado em ensaios clinicos publicados na literatura médica
internacional e também pela sua aprovacao para uso nos sistemas de saude
da Europa e Estados Unidos da America.

A disponibilidade no Brasil de evidéncias pré-clinicas (in vitro e in vivo),
produzidas por grupos de pesquisa vinculados a Rede Nano do Instituto
Nacional de Ciéncia em Nanotecnologia, no Instituto de Biologia da UNB e na
literatura internacional, que demonstram eficacia e a seguranca da AICIFc no
tratamento de neoplasias de boca, mama e pele, com citotoxicidade bem
estabelecidas para esse fotossensibilizador.

Existéncia de estudos internacionais que demonstram que a TFD é bem
tolerada pelos pacientes, com efeitos adversos leves e bons resultados
estéticos, além de que seu custo-efetividade ser comparavel ao tratamento
cirargico convencional, com a possibilidade ampliar essa vantagem quando
realizada em nivel primario de atengao em saude.

A escassez de estudos na literatura cientifica brasileira que avaliem a a
eficacia, a seguranca e efetividade da TFD no tratamento do carcinoma

basocelular.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL DA PESQUISA

Avaliar a TAXA DE RESPOSTA PATOLOGICA da TFD + AICIFc-N no
tratamento PRE-OPERATORIO do carcinoma basocelular superficial.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Definir da melhor dose / resposta a AICIFc-N (Ensaio Clinico Fase II).

Il. ldentificar os efeitos adversos relacionados a concentragao utilizada do
fotossensibilizante (Ensaio Clinico Fase Il).

[ll. Comparar, num segundo momento (Ensaio Clinico Fase lll), a nao
inferioridade da TFD mediada pela AICIFc-N com a cirurgia convencional

para o tratamento do CBC superficial.
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4. METODOLOGIA
4.1. SINTESE DA NANOEMULSAO DE ALUMINIO-CLORO FTALOCIANINA

Foi utilizado uma nanoemulsdo 6leo em agua com fotossensibilizador
Aluminio-Cloro Ftalocianina (AICIPc [chloro (29H,31H-phthalocyaninato)
aluminum] Sigma [Sigma—Aldrich Co. St. Louis, MO, USA.]), produzida
previamente, de acordo com as boas praticas de manipulagado farmacéutica
no Instituto de Biologia, Laboratério de Nanotecnologia.

Estudos realizados no Instituto de Biologia demonstraram a estabilidade
estrutural e fisico-quimica da referida formulagcdo por um periodo de 180 dias
e a temperatura de 37°C. Além disso, estudos de citotoxicidade em modelos
de culturas celulares, conduzidos naquele centro de pesquisa da
Universidade de Brasilia (UNB) , demonstraram que a formulagdo é
citocompativel nas concentragdes de até 10uM de AICIFc. Na realizagao da
TFD foi empregado sempre o mesmo lote da formulagdo, sendo este
produzido antes do inicio da intervencdo terapéutica. A avaliacdo da
estabilidade da emulsdo de AICIFc-N foi monitorada por meio de avaliagdes
de estabilidade das propriedades fotofisicas, da capacidade de geragcao de
espécies reativas de Oxigénio e da estabilidade das propriedades

nanoscopicas conforme descrito por Muehlmann et al [64].
4.2. ENSAIO CLINICO

O estudo foi conduzido em acordo com a Declaragao de Helsinki e com as
Diretrizes de Boas Praticas de Pesquisa Clinica [65;66;67]. O inicio da
pesquisa esteve condicionada a aprovacido do protocolo de pesquisa pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade de
Brasilia (CEP/HUNB).

Seguida a aprovacgao do projeto pelo CEP/HUNB, o projeto de pesquisa foi
explicado aos pacientes selecionados, que, individualmente, no caso de
concordarem em participar do projeto, assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE .

Apds aprovagao no CEP-HUNB, o protocolo foi incluido e periodicamente

atualizado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos — REBEC
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(http://lwww.ensaiosclinicos.gov.br/). Todos os pesquisadores envolvidos na
pesquisa, como evidéncia de boa pratica investigatdria, assinaram
declaracdo de auséncia de conflitos de interesses para conduzir, analisar e
elaborar conclusdes sobre os resultados decorrentes do emprego da TFD
combinada a AICIFc-N em CBC.

4.3. DESENHO DO ENSAIO [40; 42; 43; 44; 65; 67; 68;69]

Trata-se de estudo clinico FASE Il (ECF2), aberto, ndo randomizado,
desenhado com o objetivo de avaliar a eficacia e a seguranga do tratamento
do carcinoma basocelular superficial com base na aplicacido tépica de
AICIPc-NP combinada a terapia fotodindmica . Os ECF2 s&o utilizados para
definicdo da melhor dose e para avaliar a efetividade e a seguranga de
intervengdes terapéuticas, utilizando-se um numero variavel de pacientes
portadores de uma determinada patologia. Pode ser classificado em dois
tipos: ensaios clinicos Il — a e Il-b. O primeiro em geral € realizado com
poucos pacientes, possibilitando uma avaliagdo prévia do cenario de
pesquisa, que parametriza a evolugdo ao segundo tempo, com amostra mais
ampliada. O ensaio clinico aqui apresentado (Apéndices — A e B) é
considerado do tipo Il — a, embora esteja vinculado a projeto mais amplo

destinado a exploragao da segurancga e da efetividade da AICIFc (Figura 2)

30 pacientes

g 120 pacientes
selecionados

selecionados
o
Siupe L LGlupe £2 Sfupc.Ca rando?noizados rando?noizados
N =10 N =10 N =10 Gounc.t Grupo.C
TFD+ TFD+ TFD+ TFD+AICIFC-NP Cirurgia
AICIFC-NP AICIFC-NP  AICIFC-NP
2,5 uM 5 UM 10 uM

Padronizagao da Melhor dose ﬁ

Eficacia Seguranca |

Figura 2 —Esquema do ensaio clinico fase Il para avaliagcdo da seguranca e eficacia
da Terapia FotodindAmica mediada por nanoemulsdo de Al-Cl-Ftalocianina,
considerando dois bragos de investigagao.
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Como estratégia exploratdria, decidiu-se iniciar a pesquisa pelo subgrupo C3
do Grupo A, que utilizou dose de 10 yM da nanoemulsdo de AICIF. Esta
decisao permitiria avaliar pela dose superior o desempenho do FS, balizando
assim o inicio dos grupos anteriores e ao fim a definigdo da melhor dose.
Para o calculo numérico das amostras foi utilizado o programa online
Openep, disponivel em http://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm ,
considerando os parametros descritos na Tabela 1.
Tabela 1

Tamanho da amostra para a frequéncia em uma populacio

Tamanho da populacgao (para o fator de corregdao da populacgao finita ou fecp)(W):10

frequéncia 9z hipotética do fator do resultado na populacdo (@): S50%+/-5
Limites de confiangca como %z de 100(absoluto +/~%)(d): S5%
Efeito de desenho (para ingquéritos em grupo-EDFF): 1
Tamanho da Amostra(n) para varios Niveis de Confianca
IntervaloConfianca (%9%) Tamanho da amostra
95% 10
80% 10
90% 10
97 % 10
99 % 10
99 9% 10
99.99% 10
Equacao

Tamanho da amostra 7 = [EDFF*Np(1-p)V/ [(@%/Z21_a»*(N-1)+p*(1-p)]
Resultados do OpenEpi, Versao 3, calculadora de cédigo aberto--SSPropor

Imprima a partir do navegador com ctrl-P
ou selecione o texto para copiar e colar em outros programas.

Tamanho da amostra para a frequéncia em uma populacdo

Tamanho da populagdao (para o fator de corregcao da populagao finita ou30
fep)(V):

frequéncia 9¢ hipotética do fator do resultado na populacao (@): S50%%+/-5
Limites de confiangca como % de 100(absoluto +/-%&)(d): S
Efeito de desenho (para ingué€ritos em grupo-EDFF): 1
Tamanho da Amostra(sn) para varios Niveis de Confianca

IntervaloConfianca (%2) Tamanho da amostra

95% 28

80% 26

90% 28

97 % 29

99% 29

99 . 99% 30

99 . 999% 30

Equacgao

Tamanho da amostra 7z = [EDFF*Np(1-p)V/ [(A2/Z23_,»*(N-1)+p*(1-p)]

Resultados do OpenEpi, Versao 3, calculadora de c6digo aberto--SSPropor
Imprima a partir do navegador com ctrl-P
ou selecione O texto para copiar e colar em outros programas.

Foi previsto acompanhamento (follow up) por cinco anos dos pacientes
incluidos nos dois bracos do estudo, no Centro de Alta Complexidade em

Oncologia do Hospital da Universidade de Brasilia (Cacon /HUNB), para
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avaliacao da efetividade tardia do tratamento, cobrindo assim largo espago

temporal na busca de recidivas no local.
4.4. ETAPAS DO ENSAIO

4.4.1. Clinica

A etapa clinica da pesquisa foi realizada nas dependéncias do Centro de Alta
Complexidade em Oncologia do Hospital da Universidade de Brasilia
(Cacon/HUNB), no Ambulatério de Dermatologia do HUNB e no Cettro —
Centro de Cancer de Brasilia .

4.4.2. Analitica

A etapa analitica foi realizada no HUNB (exames hematoldgicos,
eletrocardiograma, raio X de térax e histopatologia de bidpsias) e no Lamina
— Laboratério de Patologia e Prevencdo do Cancer (histopatologia de
biépsias e da pega cirurgica). O material de bidépsia e da lesdo removida
cirurgicamente foi encaminhado imediatamente para os laboratérios, onde
foram coradas pela técnica de hematoxilina eosina, mediante protocolo em
uso nessas unidades.

4.4.3. Estatistica da Pesquisa

Ao final da coleta de dados, a estatistica seria realizada no Instituto de

Biologia (IB/UNB) conforme metodologia descrita no protocolo.
4.5. POPULACAO DO ESTUDO

4.5.1 Critérios de elegibilidade para participagcao do estudo

No Grupo A, seriam elegiveis 30 individuos, sem distingdo de sexo, tipo de
pele, que fosem maiores de 18 anos. Os pacientes selecionados seriam
distribuidos igualmente nos 3 grupos antes descritos, desde que fosse
confirmado histologicamente o diagndstico clinico de carcinoma basocelular
superficial.

4.5.2. Critérios de Inclusao

Foram considerados os seguintes critérios para inclusdo do atendendo as
recomendagdes da legislagdo em vigor e aqueles relacionados a patologia de
base e para avaliagdo da condicdo clinica dos pacientes em processo de

selecao.
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a) TCLE escrito e assinado para participar do estudo, autorizando também o
uso cientifico dos tecidos tumorais coletados;

b) Lesao de pele visivel e mensuravel, passivel de ressecg¢ao cirurgica;

c) Capacidade para compreender e tomar decisoes;

d) Auséncia de tratamento anterior na lesao;

e) Glicemia de jejum < 150 mg / dL. O uso concomitante de terapia anti-
hiperglicémica foi permitida se a dose fosse estavel para = quatro semanas;

f) Adequada fungdo hematopoiética, hepatica e renal, definida como segue:
Numero de neutrofilos 21,5 x 109 /L

A contagem de plaquetas 2100 x 109/ L

A bilirrubina < 1,5 x limite superior do normal (LSN)

AST e ALT <2,5x LSN

A creatinina sérica < 1,5 x LSN

Potassio, magnésio e calcio dentro dos limites normais (permitindo-se
suplementacgao e reteste);

g) Para pacientes do sexo feminino:

Diagnéstico de pds-menopausa (definida como pelo menos 1 ano, sem
qualquer fluxo menstrual) antes da triagem, ou

Documentado cirurgicamente condigdo estéril ou estado pds histerectomia
(pelo menos 1 més antes do rastreio)

h) Pacientes do sexo feminino em idade fértil:

Teste plasmatico de gravidez negativo na triagem e

Utilizar duas formas de controle de natalidade, excluido o método da tabela.
Nao estar em aleitamento materno no periodo de estudo;

i) Paciente do sexo masculino e seu conjuge / parceira em idade fértil devem
utilizar duas formas de controle da natalidade, excluida o método da tabela.
4.5.3. Critérios de exclusao

Para a exclusdo do ensaio foram recomendados:

a) Nao disponibilidade para participar do ensaio clinico;

b) Diagndstico de gravidez, vigéncia de periodo de amamentacgéo e desejo de
engravidar no periodo do ensaio clinico, e em até 30 dias apds o recebimento
da ultima dose do droga;

c¢) Histdria clinica de discrasia sanguinea, cardiopatias, diabetes mellitus ndo

controlado, hipertensdo arterial ndo controlada, insuficiéncia renal, doenca
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pulmonar descompensada, hepatopatias agudas e crbnicas,
imunossupressao, SIDA, alergia, tabagismo, histérico de abuso de alcool e
drogas, hipersensibilidade aos componentes da formulacdo  AICIFc-N,
gravidez, amamentagao e intengcdo de engravidar no periodo de realizagao
do ensaio clinico;

d) Histéria de doenga psiquiatrica ou neurolégica que pudessem prejudicar a
capacidade do paciente de compreender ou de cumprir os requisitos do
estudo, ou para fornecer o consentimento informado;

e) Histdria clinica de dermatopatia genética do tipo névica e infec¢des de
pele.

f) Tratamento prévio de dermatopatias por meio de crioterapia, cirurgia,
radioterapia, imiquimoid, eletrocauterizacao, imunossupressores,
antineoplasicos e terapia fotodinamica;

g) Uso de medicamento fotossensibilizante por até 4 semanas anteriores a
selecao;

h) Uso de medicamentos que alterassem a cicatrizagao da pele, ou alterar a
coagulagao;

i) Participagdo em pesquisa clinica ou uso de terapéutica experimental nos 30
dias anteriores a fase de seleg¢ao do presente estudo.

4.5.4 Critérios para retirada dos pacientes durante o estudo

a) Ocorréncia de efeito adverso grave.

b) Solicitagao do paciente.

c) Evaséo.

d) Participacdo em pesquisa clinica ou uso de outra terapéutica experimental
na vigéncia da realizagao deste estudo.

4.5.5. Avaliagao Clinica Pré-Tratamento e Registros de Evolugao

Constou de consulta clinica individual, constituida de anamnese e exame
fisico completos com registro da localizagao, tipo e dimensbes da lesao,
agendamento de bidpsia, evolugao clinica, registro de intercorréncias durante
a aplicagéo da TFD + AICIFc-N e documentacéao fotografica pré, per e pos

tratamento (Apéndice C).
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4.6. PROCEDIMENTOS

4.6.1 Testes diagnodsticos solicitados préviamente a intervengao

a. Hemograma completo.

b. Provas de funcéao renal: uréia e creatinina plasmaticas.

c. Provas de funcao hepatica: Gama-GT , bilirrubina direta e indireta, TGO e
TGP.

d. Coagulograma, TAP e INR.

e. Glicemia de jejum.

f. Eletrocardiograma em 12 derivagoes.

g. Radiografia simples do térax.

h. Teste plasmatico para gravidez, quando aplicavel.

primeiras 6 horas apds o tratamento e nos 6 primeiros meses de evolugao.
4.6.2. Contagem de células neoplasicas remanescentes por campo
microscopico.

Destinada a avaliacdo da eficacia da aplicacdo de TFD + AICIFc-N no
tratamento do carcinoma basocelular, assim como para identificar variagdes
de resposta entre individuos com o mesmo tipo histolégico da neoplasia.
4.6.3. Pesquisa de interleucinas e de marcadores da apoptose.

O Carcinoma Basocelular estéa relacionado a atividade inflamatdria
expressiva. O objetivo de pesquisar interleucinas consiste em avaliar se a
TFD+AICIFc-N possui propriedades imunomodulatorias para a expressao de
citocinas (como a INF-a e a IL-10) [71;72;73;74]. Os pacientes submetidos a
TFD, independente do desfecho observado, seriam testados por grupo e
aleatoriamente para avaliacdo da expressao desses marcadores.

4.7. MONITORAMENTO DA INTERVENCAO TERAPEUTICA

Os pacientes incluidos foram avaliados clinicamente 02 horas apds a
aplicagao do composto em estudo. A medicagdo analgésica foi prescrita via
oral, consistindo de paracetamol na concentragdo de 750 mg/comprimido,
quando necessario a cada 8 horas. O aspecto lesional foi documentado por
registro fotografico a cores, em formato digital, mediante camera Nikon
Coolpix P7000®, imediatamente antes, depois dos procedimentos

terapéuticos e a cada visita de controle clinico.
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4.8. RESTRICOES DURANTE O ESTUDO

Foi informado previamente a realizagédo da TFD que os sujeitos de pesquisa
selecionados deveriam abster-se de exposicao a radiacao solar nas

4.9. DESFECHOS CONSIDERADOS

4.9.1. Quanto a seguranga

4.9.1.1 Toxicidade Local

Foram avaliadas variaveis de eritema, edema, dor, ulceragdo, aumento da
temperatura no local da lesdao e formigamento surgidas ap6s a aplicagao da
AICIFc-N+ TFD. Os sintomas locais de eritema, edema e ulceragao foram
avaliados por meio de colorimetria, obedecendo a uma escala de avaliagao
de 0 a 5. A variavel dor foi avaliada por escala visual-analdgica (EVA), em
que a quantificacdo desse sintoma subjetivo foi descrita pelo paciente em
tabela com escalonamento numeral de 0 a 10, onde zero representa
nenhuma dor e dez a pior dor possivel. Pediu-se também ao paciente para
descrever a qualidade da dor experimentada, considerando descritores
algicos relacionados ao tegumento, isto é: ardor; queimacéao; formigamento;
ferroada e pulsatil (Apéndice C).

4.9.1.2. Toxicidade sistémica

Foi avaliada com base na descricdo da sintomatologia clinica e, quando
necessario, pelo resultado de testes de laboratério, graficos ou de imagem,
apropriados a situacdo. Avaliaram-se os sintomas como nauseas, vomitos,
cefaléia, falta de ar, palpitacdo, dor articular, tonteira, artralgia, mialgia,
zumbido auditivo e febre (temperatura axilar superior a 37,50 C (Apéndice C).
4.9.1.3. Quanto a eficacia

4.9.1.3.1 Insucesso de tratamento

Foi estabelecido que a presenca de células neoplasicas viaveis em campo
microscopico, decorridos 7 dias da TFD + AICIFc-N, ou a qualquer tempo em
que houvesse recorréncia do tumor durante a evolugao seria considerado
falha terapéutica. Em termos de Grupo B, no caso de recidiva tumoral, o
paciente seria encaminhado para o tratamento cirurgico convencional, sem

que no entanto fosse retirado da amostra.
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4.9.1.3.2 Sucesso do tratamento

Demonstracao clinica de auséncia de neoplasia em sete dias e aos 6, 12, 24,
36, 48 e 60 meses apds a aplicacao da TFD + AICIFc-N, considerando-se
ainda intervalo de confiangca de 95%.

4.9.1.4. Resultado estético

Apos 12 meses de acompanhamento clinico os pacientes seriam avaliados
quanto a estética do local tratado, mediante atribuicdo dos seguintes juizos:
ruim, regular, bom, muito bom e excelente. O sitio de tratamento também
seria classificado quanto a hiperpigmentagdo, considerando trés
possibilidades: normal, hipopigmentada e hiperpigmentada.

4.10. REGISTRO DE EFEITOS ADVERSOS

Todos os efeitos adversos (EA) foram pesquisados durante o periodo da
investigacdo. Foi elaborada ficha propria para registro dos EA, na qual os
sintomas foram descritos quanto a tipologia e classificados na sua
intensidade como leve, moderado e severo e, quanto a funcionalidade, como
nao associados ou associados a limitacdo de atividades diarias, assim como
as medidas prescritas para reverté-los, ou alivia-los (Apéndice C).

4.11. METODOS ESTATISTICOS

Foi prevista a realizagcdo de estatistica descritiva para avaliacdo de
seguranga e da eficacia da AICIFc-N + TFD, com nivel de significancia <
0.050. O calculo para variaveis de intencdo de tratamento (ITT) e por
Protocolo (PP) também seria realizado. O calculo do ITT e do IPP sao
indicadores importantes para assegurar que os dados analisados estavam
em acordo com as regras de alocagao previstas no protocolo, evitando assim
que vieses de analise viessem a influir na avaliagdo dos desfechos, o que
vem a ser um desafio quando ha perdas significativas durante a realizagéo de
um estudo (ANEXO B).

4.12. ENSAIO COM A ALCLFC-N 10 MM + TFD

Bidpsias clinicas do tipo punch foram realizadas para avaliar e confirmar a
lesao, e consistiu da obtencédo de espécime tecidual com 3 mm de diametro.
A anestesia local foi feita com xilocaina injetavel a 2%. O objetivo foi de
confirmar a hipétese clinica de Carcinoma Basocelular Superficial e atender

recomendacgdes bioéticas [70].
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Figura 3 — Bidpsia punch de lesdo de carcinoma basocelular.

Sete dias apos a confirmacéao histopatoldgica foi iniciada a TFD com AICIFc-
N. ApOs assepsia, para reduzir a espessura da camada cornea, realizou-se
curetagem superficial com Iamina de bisturi, utilizando-se de anestesia local.
A raspagem constitui medida mecanica destinada a facilitar a absor¢ao da
nanoemulsdao de  AICIFc, e incluiu margem de seguranga adiante
estabelecida.

A seguir, com dedo enluvado, foram aplicados 1 mL / cm? de nanoemuls&o
sobre toda a extensdo da area da lesdo ampliada com margem de seguranga
de 10 mm. O local da aplicagao recebeu curativo opaco e oclusivo por 1
hora. Apods esse tempo, a lesao foi submetida a radiagao luminosa na faixa
da cor vermelha. Os comprimentos de onda emitida foram entre 630 a 675

nm, na poténcia de 100 mW/cm?. Os tempos de aplicacao tiveram por linha

de base 15 minutos. A distancia do fonte de luz para a lesdo foi de 6 cm. A
fonte de luz empregada foi composta por bancos de 20 diodos emissores de
luz (LED), modelo XLOO1WPO1NRC660 (Shenzen Sealand Optoelectronics
Co. Ltde., China), equipado com circuito de alimentagcdo montado sob
supervisdo do doutor Paulo Souza, professor do Instituto de Fisica da
Universidade de Brasilia (Figuras 4, 5 e 6). Decorridos 7 dias da aplicagao, os
pacientes retornaram para serem submetidos a cirurgia de exérese completa

da neoplasia.
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Figura 4. Padronizagao da fonte luminosa utilizada nas sessées de TFD
combinada a nanoemulsao de AICIFc. Comprimento de onda: 660 nm.
Potencia 100 mW/cm2 .

Figura 5. Paciente submetida a TFD + AICIFC 10 uM, para lesao de face.

Figura 6. Paciente submetido a TFD + AICIFC 10 uM, para lesao de brago esquerdo
(regiao deltoide ).



25
5. RESULTADOS

Quatorze pacientes foram selecionados no Ambulatério de Dermatologia do
HUNB, dos quais seis foram excluidos (43%) por nao satisfazerem aos
critérios de inclusdao do estudo e trés outros por ndo comparecerem a
consulta para conhecimento e assinatura do TCLE (21%).

Cinco pacientes foram incluidos (36%), sendo quatro do sexo masculino e um
do feminino, todos com diagndstico histopatolégico confirmado de carcinoma
basocelular superficial. Destes, quatro foram submetidos a TFD com AICLFc
na concentragcao de 10 pyM (Figura 1, 2) e, apds sete dias de intervengao,
foram tratados com remocgao cirurgica completa da lesdo. As lesdes tratadas
foram localizadas na face (2), dorso (2) e brago (1).

As principais causas de exclusdo na selecdo foram o ndao comparecimento a
consulta (67%) e a presengca de condigdes clinicas graves (uso de
imunossupressores pos-transplante renal), assim como histopatologia
positiva para ceratose actinica.

Os pacientes tratados relataram queixas clinicas minimas durante e apods a
realizacdo do procedimento, referindo leve e transitério formigamento no local
da lesdo. A exérese cirurgica da lesdo foi acompanhada de infecgéo local em
apenas um paciente, sendo tratada e resolvida ambulatorialmente com
medidas de higiene e curativo local. Nao foi necessario antibioticoterapia.

A histopatologia ap6s a TFD, entretanto, demonstrou quadro inalterado em 3
pacientes e 1 resolucdo completa. Com base nesses resultados o quinto
paciente nao foi submetido a TFD, sendo tratado mediante remocgao cirurgica

da les3do.
51. REAVALIA(}AO DO ENSAIO

Frente aos achados anatomoclinicos inesperados, foi recomendado a
reavaliacdo do ensaio. Decidiu-se fazer a reanélise da histopatologia (second
look), com o examinador cegado para o diagndstico anterior, rever-se a
bibliografia referente aos ensaios e avaliar a difusdo da AICIFc-N em pele

humana higida, o que néo estava previsto inicialmente no protocolo (Quadro

).
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5.2. OBTENCAO DA MATERIAL DERMATOLOGICO HiGIDO

Utilizou-se para esse fim tecido de abdome removido por abdominoplastia
pelo medico cirurgido plastico Cesar Daher e equipe, oriundo de paciente
branca, tipo de pele 3 de Fitzpatrick, sem queixas clinicas para carcinoma
basocelular de pele ou outra patologia cutdnea. A paciente autorizou a
cessdo do material cirurgico, que fora removido de seu corpo para fins
estéticos.

A metodologia, empregada sem interferéncia nos tempos cirurgicos da
abdominoplastia, consistiu na delimitagcdo de pequenos quadrados sobre a
pele, nas medidas de 1 x 1 cm, demarcados com tinta indelével, para teste de
duas concentragbes de AICIFc-N, a 10 uM e 60 yM, em quadruplicata com
respectivos grupos controle. As amostras foram avaliadas com microscopia
confocal [75] e analisadas também quanto a bioluminescéncia (Lumina®), de

modo a verificar a absorgao cutanea da AICIFc — NP. (Figura 7).

Figura 7. Administracdo topica de AICIFc-N, nas concentracbes de 10 pM (a
esquerda) e 60 pM (a direita), em quadruplicata, com correspondentes grupos
controles. Pele de abdome in situ anatémico.

A administragcdo da droga obedeceu as etapas prevista anteriormente no
protocolo do ensaio, excetuada a exposi¢ao a radiagéo luminosa e o tempo
de oclusao, com o tecido em sitio anatdmico. Apds uma hora de ocluséo, a

pele foi removida e, em seguida, as areas marcadas que receberam a



27

AICLFc — NP, foram fixadas imediatamente por congelamento em Nitrogénio

liquido.
5.3. RESULTADOS DE LUMINESCENCIA

A avaliagado da luminescéncia foi realizada em aparelho Lumina® cerca de 1
hora apds a fixagdo do material organico em Nitrogénio liquido, por
pesquisador nao diretamente envolvido na realizagdo do ensaio clinico. A
técnica de bioluminescéncia possui alta sensibilidade para avaliacdo de
drogas que induzam a expressao de luciferase pelos tecidos orgéanicos. Os
resultados de campo microscopico demonstraram baixa bioluminescéncia
(BLI) nos grupos experimentais de nanoemulsdo de AICIFc e em seus
respectivos controles.

4.4 Reavaliagado histopatoldgica cegada da lesdao tumoral (bidpsia e peca
cirurgica)

As laminas das pecas cirurgicas foram reavaliadas no Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia. O procedimento foi cegado para os resultados
histopatolégicos anteriores, de modo a controlar vieses de interpretagcéo e os

resultados foram todos concordantes entre si (Quadro 2).

Paciente 1
Peca Cirurgica Pés-TFD (B15031317AP) — revisao da lamina

Corte tangencial a superficie da epiderme com presenga de agrupamentos
com carcinoma basocelular.

Paciente 2

Peca Cirurgica Pés-TFD (15031999AP) — revisédo da lamina

Degeneragao basofilica do colageno. Observa-se infiltrado inflamatério
mononuclear acompanhando o tumor. Area focal de ulceracdo. Margens da

lesao livres. Carcinoma basocelular.

Paciente 3
Peca Cirurgica Pés-TFD (B 15028514 AP) — revisao da lamina



Degeneracgao basofilica do colageno. Auséncia de neoplasia.

Paciente 4

Peca Cirurgica Pés-TFD (15031314AP) — revisédo da lamina

28

Multiplas areas com carcinoma basocelular, com pequeno foco localizado na

derme e ulceragdo. Degeneragao basofilica do colageno. Presenga de

inflamatério mononuclear.

) ) ) ) ) Sintomas
Paci Idade Histologia Histopatologia ) )
Sexo | Pele Local | Diametro | e sintomas
ente (anos) Pré-TFD Po6s-TFD
pos TFD
eritema
1 59 M Il CBCS CBCS brago 0,8cm
leve
eritema
2 58 M 1] CBCS CBCS nariz 0,5cm
leve
ardor
Auséncia de
3 54 F | CBCS . nariz 1cm eritema
Neoplasia
leve
albini eritrema
4 44 M CBCS CBCS dorso 2cm
smo leve

Quadro 2 - Pacientes submetidos a TFD + AICIFc-N,

concentracéo 10 uM
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6. DISCUSSAO

Ensaios clinicos representam o melhor potencial para gerar evidéncias
robustas sobre o valor das intervencdes terapéuticas experimentais em seres
humanos. Entretanto, para seus resultados terem validade interna e externa,
o desenho do estudo deve fundamentar-se na aleatorizagdo, atribuicdo cega
dos sujeitos aos grupos de intervencéo, na selegdo controlada de parametros
e desfechos. A pesquisa clinica com CBC em geral é bastante escassa na
literatura, apesar da crescente demanda de novos casos nos ambulatorios e
o correspondente impacto no financiamento dos cuidados de saude. Esta
insuficiéncia de estudos, por sua vez, influencia as diretrizes para o
tratamento com CBCS, que ndao demonstram um consenso claro sobre a
primeira escolha entre terapias nao invasivas [76] .

Para melhor compreender os resultados aqui descritos, que demonstram a
ineficacia da nanoemulsdo de AICLFc no tratamento do CBCS, realizou-se
revisdo bibliografica nas bases PubMed, Scielo, Ovide e Cochrane com o
objetivo de rever aspectos metodoldgicos de ensaios clinicos que utilizaram a
TFD como alternativa terapéutica no tratamento do CBC superficial. Foram
selecionados trabalhos publicados em lingua inglesa entre 2005 e 2017, que
utilizaram como FS o Photoeme® [77], Photofrin® [78], Foscan® [79,80],
NPe6 [81], Hipericum [82], Cianinas [83], acido 5-amino-levulinico (MAL)
[84;85] e acido amino-levulinico (ALA) [86;89] ambos precursores da
protoporfirina IX (PPIX) e, sempre que possivel, optou-se pela analise de
estudos com metodologia randomizada e com follow up longo.

Estudos com acompanhamento clinico longo s&o importantes, porque o
design mais estendido permite avaliar a efetividade pds-tratamento,
considerando a histéria natural da doenca. Esse cuidado redimensiona a
avaliacdo da resposta terapéutica e o significado do chamado intervalo
clinicamente livre de doencga. Os ensaios clinicos TFD com Photofrin®,
Photoeme® e Foscan® possuem qualidades metodolégicas que
comprometem a validade externa dos seus resultados (Tabela 2). A auséncia
de aleatorizacédo e de cegamento, o pequeno numero de sujeitos incluidos, a

falta de correlagdo anatomopatoldgica das lesbes tratadas, o uso de um
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método de bidpsia seguro e a auséncia de subgrupos estratificados

possibilitam a ocorréncia vieses.

Tabela 2 — Terapia Fotodinamica Com Photofrin®, Photoeme® e Foscan® No Carcinoma Basocelular Superficial
‘e x Follow
stovatologis O Remissdo Nao
Estudo ECR Protocolo H|~\uml)« ologia Rf\i)s Complcta | remissdao (E‘S\) L up Estética Lfcitos
N (%) N (%) : -ongo Adversos
, Dose
FS DoseFs | WE | [, i
) | yem2
o 500 .
Kaviani, | 5, -1000 Todas Sim 3(75) 125) Not 6meses | Bom Leve
Actcols s (&)
Photoheme 2-25 3 110 -200 W/Cm
® mgkg1v | 632 - 2 1
0,75

ma/kg Naotodas pre | o iela
Oseroff e | . 0,85 215 150 PDT +FS, ! Nio Nio o Bom/ )
cols Nao | Photofrin® make | O30 | +10% | mws |1 Todas as sem informado | informado | 127732 | 5000 | Excelente | Leve

S N nimero 28%=5a
1 mg/Kg cm2 recorréncias
v

0,03- 100 Sim
Betz et N Foscan® 0,15 20 to mw 1 . N . Bom/ Grave*
cols ( Nio mg/Kg, 652 > 100 Jcm Todas sem - - - 6 anos Excelente

% numero

ECR: ensaio clinico randomizado; FS: fotosensibilizante; CBCS: carcinoma basocelular superficial; N (%): nimero (percentual); RR: recorréncia. |V: intravenoso; terapia fotodinamica;

IR: irradiancia; S: nimero de sessdes de TFD. * QL solar . de Kaviani at al; Oseroff at all, and Betz at al [77, 78, 79, 80].

Kacerovska et al avaliaram a eficacia da TFD com aplicacao topica de extrato
de H.

Perforatum (Hipericim) na lesdo actinica, carcinoma basocelular (CBC) e
doenca de Bowen [82]. O principio ativo presente na solugao € a hipericina,
considerada o mais potente fotossensibilizador natural. Foram tratados 18
pacientes com carcinoma basocelular superficial. O diagndstico clinico foi
confirmado por histopatologia. Para uma melhor penetragdo de FS, antes da
aplicagao tépica de Hipericim, as lesdes foram limpas e desencrustadas por
métodos inespecificos. A concentragdo média de hipericina utilizada no
tratamento foi de 17 mg (0,07%). Apds duas horas, o curativo oclusivo foi
removido e a lesdo irradiada semanalmente na faixa de 580 e 680 nm, com
dose de luz total de 75J / cm2, durante 15-20 minutos. O numero de
aplicagdes de TFD variou de acordo com as caracteristicas clinicas da leséo
e a persisténcia do FS na pele, verificada pela lampada de Wood. As bidpsias
foram realizadas nas 3% e 8% semanas apos o tratamento. Os resultados
demonstraram baixa eficacia devido a variabilidade na pureza e concentracao
do ingrediente ativo no extrato e o alto peso molecular da hipericina (504
Daltons), que dificulta sua absor¢do para além da pele, apesar da

lipofilicidade favoravel (Tabela 3).
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Tabela 3 - Resposta Clinica e Histolégica de Carcinoma Basocelular Superficial 2 Terapia Fotodinamica com Hipericin.

Pacientes Idade /Sexo Localizagao Dimensdes (mm) Sessoes Resposta Resposta
(n) Clinica Histolégica

1 48/M tronco 20 x 10 6 Parcial Incompleta

2 71/F tronco 80 x 40 15 Parcial Incompleta

3 82/M tronco 20 x 30 9 Completa Completa

4 61/M tronco 40x15 6 Completa Completa

5 69/M tronco 20x 10 6 Completa Incompleta

6 T4/F tronco 15x 10 5 Inalterado Incompleta

7 34/F membro superior 20 x 10 5 Completa Incompleta

8 32/IM tronco 35x30 6 Inalterado Incompleta

9 71M face 10 x 10 6 Parcial Incompleta

10 69/F tronco 20 x 15 6 Parcial Incompleta

11 60/F tronco 20 x 10 8 Parcial Incompleta

12 74/F tronco 15x 12 6 Inalterado Incompleta

13 71/F tronco 35x20 9 Inalterado Incompleta

14 73IM tronco 15x 10 6 Inalterado Incompleta

15 68/M tronco 25x 25 6 Parcial Incompleta

16 58/F tronco 15x 10 6 Inalterado Incompleta

17 74/M tronco 25x12 7 Parcial Incompleta

18 il tronco 10 X 10 9 Completa Completa

ECR: ensaio clinico randomizado; FS: fotosensibilizante; CBCS: carcinoma basocelular superficial; N ( numero (percentual Q-w recorréncia. IV: intravenoso; terapia fotodinamica.
IR iradiancia; S: namero de sessdes de TFD. * Queimadura solar (folorreac3o). Modied from Oserof at all Kaviars a ol and Betz at 29 30,31, 32)

Chan et al avaliaram o NPe6 (mono-L -aspartyl chlorin e€6), que é um
fotossensibilizante hidrofilico derivado da clorofila, com afinidade para
lisossomos, por meio de ensaio aberto, dose unica para avaliar a
farmacocinético da substancia [81]. A desvantagem clinica do NEp6 € a longa
meia vida da molecula que varia de 264 — 672 horas (media de 452 horas), o
que estabelece um risco elevado de fotossensibilidade que pode durar até 10
semanas apos exposicado ao FS. Foram tratados quatro pacientes com
diagndstico de CBC, sem que os autores informassem os subtipos
histolégicos. Trés pacientes receberam respectivamente doses endovenosas
de 1, 1.65 e 2.5 mg/kg e um paciente recebeu a dose de 3.5 mg/kg. A
variabilidade das doses foi calculada com base nas caracteristicas clinicas da
neoplasia. As lesbes foram expostas a radiacdo luminosa 4-8 horas, com
dose que various entre 0,50 e 200 J/cm2. No total foram tratadas 6 lesdes,
observando-se remissao completa em 4 e insucesso terapéutico em 2
decorridos 28 dias da realizacdo da TFD. O ensaio concluiu que a vida media
do NPe6 foi de 106 horas (Tabela 4).
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Table 4 - Resposta Clinica a TFD - NPe6 *

Lesdes Dose Total

Idade/Sexo | Neoplasia Localizagio Doss NPe6 Tratadas Temanko de Luz R?SP.OSIJ
(mg/kg) (cm) (28 dia)
(n=24) (I/em2)
1.5x 1.0 x plana 25 SR
63/F CBC Ml e Térax 050 3 1.4 x 1.0 x plana 100 RC
4.0 x 4.0x0.5 200 SR
68/M CE + CBC Cak eTé 1.00 3 1.0 x 1.0 x plana 50 to RC
1.0x 1.0 xplana 100 RC
0.6 x 0.4 x plana 125t
46/M CBC Ca Do 165 17 RC
/ o 12.0 x 5.0 x plana 200
65/F CBC Mi 35 1 35x45x04 200 RC

CBC: carcinoma de células basais. CE: carcinoma Epiderméide. Ml nmnhvoxnfm SR: sem do. RC:R 3o C.
Modificado de Chan AL, Juarcz M, Allen R, Volz W, Alb T. Photod: | Ph d. 2005 Apr;21(2): 7’—8

As cianinas sao FS de segunda geragao que mostram semelhanga molecular
com as porfirinas. A inclusdo de metais no anel central macrociclico da as
caracteristicas anfifilicas da molécula PHC, melhorando o desempenho
fotofisico. As propriedades de hidrofilicidade e hidrofobicidade tornam a
PHCs uma das mais versateis FS de segunda geragdo em uso [87]. A
ftalocianina de silicio (PC-4) é caracterizada pela insercéo de silicio em anel
macrociclico, o que amplifica o desempenho quantico da molécula quando
exposto a luz vermelha. Seu pico de absorcdo de 675 nm confere maior
potencial de penetragao de luz na pele. O ensaio realizado por Baron et al
avaliou o uso tépico de PC-4 no tratamento de cancer de pele [88]. O ensaio
clinico foi aberto, ndo randomizado, e incluiu 43 homens e mulheres, com
idade média de 58 anos, com inclusdo de dois casos de CBC. Todas as
lesdes foram biopsiadas e histopatologicamente confirmadas, mas os autores
nao informaram os tipos histolégicos de CBC incluidos no estudo. A dose de
PC-4 foi de 5 a 10 mL por cm 2 de leséo e foi aplicada a pele e protegida por
curativo opaco. Apds 1 hora da aplicagao topica de FS, a lesao foi irradiada a
675 nm, com fluéncia leve e irradiagcao de 50-200 J / cm2 e 100 mW / cm2.
Apds 24 horas, 48 horas e 14 dias de TFD, as lesdes foram biopsiadas. Em
geral, o tratamento foi bem tolerado pelos pacientes e ndo foram observadas
reacoes adversas. Porém os resultados clinicos foram decepcionantes: 43/43
pacientes nao apresentaram remissao do tumor.

Os ensaios clinicos com ALA e MAL associados a TFD nem sempre com
acompanhamento prolongado apresentaram melhores niveis de evidéncia
cientifica. Os ensaios selecionados foram controlados, randomizados (ECR)
e com diferentes graus de cegueira nas etapas da pesquisa. A TFD

combinada com estes FS foi também comparada quanto a
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superioridade/inferioridade a outras modalidades terapéuticas aplicadas ao
CBCsS.

Um ponto ponto importante a ser assinalado é a heterogeneidade dos
parametros luminosos de irradiacdo, baseados em ensaios clinicos pré-
clinicos e clinicos prévios observado nesses estudos. No que respeita a
TFD_MAL, as diferenga nos protocolos tiveram consequéncias marcantes
nos resultados primarios dos ensaios. Arits e Szeimies adotaram um
protocolo aprovado para duas sessdes de TFD com intervalo de uma semana
e ambos obtiveram resultados diferentes, apesar de usarem a mesma
concentracdo e parametros de luminosos. O ensaio conduzido por Szeimies
et al obteve resultados comparaveis aos observados no tratamento cirurgico
do CBCS em termos de resposta terapéutica completa, enquanto o estudo de
Arits apresentou altas taxas de recorréncia do tumor. A comparagao entre
estes ensaios randomizados e controlados, conduzida em uma coorte muito
similar, sugere que mais de duas sessbes de TFD podem ser necessarias
para obter melhor resultado terapéutico.

Estudos com PPIX demonstraram que a TFD repetida (fracionada) com
intervalo de tempo prefixado em uma unica sessao, induz uma fototoxicidade
tecidual maior do que a observada nos protocolos convencionais, porque
fotobleaching e o intervalo de tempo entre as irradiagbes estimulam a
resintese da PPIX, e a concentracao tecidual do FS passa a ser uma fungao
da taxa de fluéncia utilizada no primeira sessao de TFD [90].

Embora estudos préclinicos in vitro e in vivo apresentem evidéncias
promissoras para o uso das ftalocianinas combinadas a TFD no tratamento
de neoplasias, em que foram demonstrados os efeitos citotoxicos imediatos e
tardios, levando a diminuicdo ou a eliminacdo da proliferagao celular,
caracteristicas fisico-quimicas relacionadas a hidro ou lipossolulibilidade e a
tendéncia agregativa, assim como as relagdes de carga estabelecidas com a
membrana celular, sdo igualmente descritas como fatores que podem
interferir desfavoravelmente na absorg¢ao da droga [91,92,93].

A impermeabilidade natural da pele constitui uma barreira a difusdo de FS em
camadas mais profundas. Considerando que a difusao constitui o principal
mecanismo de absorcdo de drogas pela pele, o tamanho molecular

representa um fator limitante que obriga a adogdo de medidas fisicas e
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quimicas que favorecam seu transporte transcutdneo. A via transcelular
(através de cornedcitos e bicamadas lipidicas) e as vias intercelulares
(através da solubilizagao nas bicamadas lipidicas) constituem os facilitadores
mais importantes da difusdo passiva de drogas através da pele.

As ftalocianinas como fotossensibilizantes de segunda geragdo com
absorcao na faixa de espectro vermelho (670 nm a 780 nm) possuem valor
de uso na TFD, desde que sua formulagdo possua caracteristicas fisico-
quimicas que facilitem a permeacao cutanea, do contrario ficara retida nos
estratos coérneos e ndo alcancara a derme profunda ou o fara em
concentracdo insuficiente. Como composto lipofilico de alto peso molecular
(574,96 g/Mol) e coeficiente de particao octanol-agua de 7.3, possui forte
tendéncia a ficar retida no estrato cérneo. A nanotecnologia permite que
moléculas com estas caracteristicas aumentem sua capacidade de difusao
através da pele, combinando-a a amplificadores quimicos de permeacéao
como o acido oleico, o dodecilazacocloheptan-one ou azone, o dimetil
sulféxido, propilenoglicol, que provocam ruptura temporaria e reversivel das
jungdes de cornedcitos, possibilitando que o fotossensibilizante difunda-se
até os estratos cutaneos profundos e alcance o tecido tumoral em
concentracdo suficiente para provocar os efeitos fototdxicos associados a
TFD. Esse processo €& dependente do tempo e da concentracido do
fotossensibilizante. A eficacia do fotossensibilizante dependera assim da
localizacdo final da molécula no tecido e esta, por sua vez, dependera
diretamente do sistema de liberacdo utilizado, do microambiente e das
propriedades fisico-quimicas do FS [91].

Para avaliar o processo de difusdo dos FS na pele, sao realizados testes de
permeacao cutanea com diferentes metodologias (in vivo e in vitro), ainda
que, raramente, tenha-se referencia a eles nos ensaios clinicos com TFD. Os
testes de permeacgao cutanea permitem que seja avaliada a passagem de
drogas desde a penetragao no estrato cérneo (EC) até as camadas celulares
proliferativas do sistema tegumentar, representadas pela epiderme viavel
(EV) e a derme (DE). O uso de pele de porco para a avaliagao da permeacao
de medicamentos € um dos mais utilizados em pesquisa pela facilidade de
sua obtencgdo, manutencgao e sua biossimilaridade histoldgica e funcional com

a pele humana [100].
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Testes de permeacao em orelha porcina foram realizados no Laboratorio de
Nanobiotecnologia do Departamento de Genética e Morfologia, do Instituto de
Biologia da UNB, com o objetivo de avaliar a permeacgao da AICIFc utilizada
neste estudo. Utilizou-se a concentragcdes de 40 uM, comparando-se a
nanoemulsdao com a solugdo etandlica de ftalocianina com o objetivo de
determinar e diferenciar a dindmica da difusdao passiva do FS, ou,
especificamente, as concentragdes de ftalocianina retida no EC e da que
penetrando o sistema tegumentar alcangcasse a epiderme viavel (EV) e a
derme.

Para a obtengdo e andlise desses dados quantitativos empregou-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com base em método
desenvolvido pela Técnica Karen Rapp Py-Daniel no laboratério de
Nanobiotecnologia do Departamento de Genética e Morfologia. Apdés a
obtencao da curva padrao da AICIFc-N, foram calculados apud Miller e Miller
[101] os limites de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) do FS
conforme as equacgdes LD = 3.3*(desvio padrao)/(angulagao da reta) e LQ =
10*(desvio padrao)/(angulacéo da reta) []. O valores de referéncia de LD e LQ
foram, respectivamente, 0,005 pg/mL e 0,016 pg/mL.

Os resultados do teste demonstraram que a nanoemulsdo de AICIFc
apresenta um perfil farmacocinético de baixa permeacao em pele de porco,
conforme demonstrado por valores quantificaveis, mas abaixo do limite de

quantificacao estabelecido para o método tabela 5 — A e B.



Tabela 5 - Ensaios de Permeacgao com AICIFc-N

A
04/04/2014 16/05/2014
Nanoemulsdo (NE) | Concentracao Concentragao
(Mg/mL) (Mg/mL)
Permeado 2h 0 0
Permeado 3h 0 0
Permeado 4h 0 0,005*
Permeado 5h 0 0,006*
Permeado 6h 0,008*
Extrato corneo 0 0
Epiderme 0 0,005
B
Gel + nanoemulsao 04/04/2014 16/05/2014
Permeado 2h Concentragao Concentragao
(Mg/mL) (bg/mL)
Permeado 3h 0 0
Permeado 4h 0 0
Permeado 5h 0 0
Permeado 6h 0 0
Extrato corneo 0 0,006*
Epiderme 0 0
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*Valores detectados, mas abaixo do limite de quantificacdo do método

analitico; ND: valores nao detectados pelo método.

Estes resultados assemelham-se aos obtidos por Ospina e col [94], que

estudaram a permeacao em pele humana de uma nanoemulsdo de AICIFc

para uso no tratamento de Leishmaniose cutanea, comparando-a com a

solugdo convencional desse FS e solugdes controle (brancos). Os resultados

do ensaio demonstraram que tanto a AICIFc da nanoemulsédo quanto aquela

da solugédo ficaram predominantemente retidas no estrato cérneo (para a

solugao AICIFc os niveis na cérnea foram de 96,99 uM e na epiderme-derme
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9,82 uM e para a nanoemulsao 44,17 e 8,48 uM, respectivamente (Grafico

1),
GRAFICO 1

120
100 |
80

60 = EC

AICIFc (nM/cm?

- E+D
40

20
I =

Solugao AlCIFc AICIFc-Nano

Retengao de AICIFc-Nano e solugdo de AICIFc em pele humana, apos 12
horas de aplicacdo. Resultados expressos em mM/cm?. EC: Estrato corneo.
E+D: Epiderme e derme.

O desempenho da permeacao da AICIFc-N nesses resultados nédo divergem
ao que foi observado no teste de luminescéncia realizado em pele humana,
conforme antes descrito.

Ha evidente consenso na literatura de que as nanoemulsdes sao excelentes
sistemas de entrega de drogas, porém desequilibrios na formulagéo
relacionados a maior ou menor concentragao e a proporcao dos promotores
quimicos da permeacgao podem dificultar o processo de difusdo transdérmica.
Essas dificuldades relacionadas podem levar a retencdo do FS, conforme
considerado por Baron et al [83], para explicar os resultados
desencorajadores que obtiveram no ensaio sobre o uso da ftalocianina
siliconada no tratamento do CBCS.

O stratum corneum constitui o principal obstaculo para uma substancia
difundir-se através da pele. Entre as estratégias para melhor absor¢ao de um
FS de administracdo topica, destaca-se a curetagem local, que permite a
abertura de poros com diametro igual ou superior a 103 nm. Conforme antes

observado, a incapacidade para superar a barreira superficial de
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queratinécitos e das ceramidas que integram o estrato cérneo aumenta em
muito a probabilidade de retencdo dos FS, tornando possivel que doses
subdtimas no tecido e, em consequéncia, a nao resolucdo da lesdo ou
maiores indices de recorréncia tardia. No caso da nanoemulsdo de AICIFc
utilizada neste ensaio, seu tamanho hidrodindmico situa-se em torno de 25
nm [64], abaixo portanto do didmetro de poro que a escarificacdo possibilita.
O procedimento de curetagem antes da TFD, incluida a area de margem de
seguranga, é obrigatéria para uma melhor absorgdo tépica do FS e afeta
significativamente a taxa de depuragao [97]. Este efeito também pode ser
obtido com aplicagdo de dimetil sulféxido (DMSO), porém nao foram
identificados estudos comparativos entre as duas alternativas que
permitissem avaliar a superioridade de uma e outra entre si.

A pesquisa clinica com TFD nao deve reproduzir a pratica clinica rotineira,
em que prescinde-se da biopsia para diagnosticar CBC. Os ensaios aqui
analisados com hipericina, ALA e MAL demonstraram que a ocorréncia de
desacordo entre o diagndstico clinico e o histopatolégico pode comprometer
a avaliagdo dos desfechos observados e a conclusdo do estudo
[82,84,85,88,89]. Cabe destacar que a bidpsia guarda limitagdes técnicas
para avaliar lesdes primarias e recorrentes de cancer de pele. Roseboom, ao
analisar retrospectivamente 243 CBC primarios, demonstrou apenas 60,9%
de concordancia dos resultados de bidpsia com a histopatologia das pecas
cirargicas, e concluiu que a bidpsia pode prever o CBC agressivo apenas em
84,4% dos casos.

A entrega adequada de radiagdo luminosa € um fator limitante para o
tratamento de lesdes malignas por TFD. Estudos mostraram que, em
condicbes normais, a luz ndao penetra mais de 3 mm de profundidade.A
intensidade luminosa, a polarizagao, a coeréncia e a reflexdo que interagem
com os tecidos tumorais e normais sao fendmenos fisicos e bioldgicos que
influenciam a trajetéria do feixe de luz no tecido [95]. O desenvolvimento de
lasers com a capacidade de interagir otimamente com o pico de absorgao
especifico do FS aumentou em muito a eficacia da TFD no tratamento do
cancer de pele, ainda quando aplicada a tumores profundos, que exigem o

uso de FS com uma absorgdo maxima de cerca de 700 nm.
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Estudos compararam a eficacia de lasers pulsados (PL) e lasers de onda
continua e mostraram a superioridade dos primeiros para aumentar a
eficiéncia da TFD. Em teoria, os PL permitiiam a reoxigenagao do tecido
irradiado e melhor dindmica na producdo de ROS, modulando os efeitos
citocitotoxicos.  Entretanto, concentragbes altas de FS podem,
paradoxalmente, reduzir a penetracdo da energia luminosa devido a
ampliagdo do fendmeno de photobleaching e self-shielding (autoblindagem),
este ultimo observado principalmente entre fotossensibilizantes que requerem
comprimentos de onda elevados para funcionalizacdo, como € o caso das
ftalocianinas. Ao absorver intensamente a radiacdo luminosa, a molécula de
FS sobre a superficie da lesédo seria autodestruida, mas também diminuiria o
coeficiente de penetracdo da radiacdo as camadas mais profundas do tecido,
comprometendo assim a funcionalidade das moléculas que escapassem ao
processo [96].

A dor representa um sintoma frequente na realizacdo de TFD, aumentando
na razao direta do numero de sessdes realizadas. Tem sido relatada tanto no
tratamento de lesbes neoplasicas, quanto em ceratose actinica, acne,
verruca vulgaris e psoriase. Os mecanismos de sua fisiopatologia ndo sao
ainda completamente conhecidos. Por sua vez, o tipo de fotossensibilizador
utilizado desempenha papel importante na fisiopatologia algica. A maior ou
menor seletividade da droga para células anormais e para terminagdes
nervosas sdo questionadas para explicar as diferencas de frequiéncia do
sintoma dor em TFD mediadas por MAL (menos dolorosa) e ALA (mais
dolorosa).

No estudo da sintomatologia algica relacionada a TFD, cabe destacar a
importancia da extensado e do sitio da lesdo. Localizagbes em regides com
rica enervagao, tais cabeca, maos e perineo estdo associadas a queixas
dolorosas intensas. Metade das lesdes incluidas neste estudo estavam
localizadas na regido nasal e ndo estiveram associadas a eritema ou dor
importante, ainda que tivessem dimensdes pequenas. Considerando que a
dor tem por causa primeira a ativagao do fotossensiblizador pela luz no tecido
alvo, sua auséncia sugere baixa absorgdo transcutédnea e efeito subclinico
em decorréncia de geracdo insuficiente de O2 singlete nas células

neoplasicas [98;99] .
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Aspecto importante a ser destacado na avaliacido da queixa dolorosa e sua
correlagdo com a absorcao transcutdnea da AICIFc-N, é o fato de dois dos
pacientes apresentarem peles tipo 1 e 2 e um terceiro ser acometido de
albinismo. Tratam-se de peles que possuem baixa quantidade de melanina e,
consequentemente, menor resisténcia a penetragdo luminosa, o que
possibilitaria otimizacao do efeito fotoativador sobre a AICIFc. Esses achados
nao opdem-se a conclusdo do estudo prospectivo com 104 pacientes,
conduzido por ARITZ e cols, em que ficou demonstrado que o tipo de pele 1
e 2 na classificacdo de Fitzpatrick constituiu a unica variavel preditiva
independente para queixa dolorosa na coorte estudada. Nesse sentido seria
esperado maior freqliéncia de queixas dolorosas entre os pacientes incluidos
na TFD mediada por nanoemulsao de AICIFc, o que nao veio a ocorrer.

Outros fatores que possuem relacdo com a dor sdo a dose total de radiacao

(JJem?) e a fluéncia ou irradidancia (MW/cm?). Estudos na literatura

demonstram que existe relacdo entre esses fatores e a intensidade dolorosa
experimentada pelos pacientes submetidos a TFD. Com respeito a fonte de
luz e o comprimento de onda, a revisdo de ensaios clinicos demonstra dados
conflitantes, que nao permitem assegurar correlagdo exata entre essas
variaveis e a sintomatologia dolorosa.

No desenho original do ensaio fora previsto a quantificagdo de mediadores
quimicos da apoptose e da inflamacao. Contudo, diante de evidéncia clinica e
histopatolégica de nao remissdo tumoral apés a aplicagcdo de TFD, o que
impds a suspensao do ensaio por critérios éticos, esses testes de laboratério
nao foram realizados.

O acompanhamento de ensaios clinicos com TFD aplicada ao CBC deve ser
de até 3 anos para monitorar a maior frequéncia de recorréncias da doenca
nesse intervalo. A literatura demonstra que o tempo para monitorar as lesdes
e recorréncias tratadas com TFD precisa receber mais ateng¢ao, de modo que
se tenha uma avaliagdo precisa da efetividade real desse tratamento. Os
motivos da recorréncia apontam para a persisténcia de microtumores
resistentes, que escapam dos efeitos fototdxicos do tratamento. Estudos pré-
clinicos tém procurado investigar o papel da autofagia na resisténcia tumoral

a TFD, bem como a participacdo de possiveis células tronco neoplasicas
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como matriz imortal de persisténcia tumoral. Os resultados alcancados,
contudo, ainda ndo possuem robustez clinica que permita alterar os
protocolos terapéuticos voltados para o tratamento do cancer de pele.

Os achados histopatolégicos observados sete dias apdés a administragao da
TFD + AICIFc-N indicam a baixa absorcdo do fotossensibilizador apés uma
hora de curativo oclusivo e sessao Unica com irradiacdo por quinze minutos,
comprometendo assim a efetividade terapéutica da TFD mediada pela AICIFc
em CBC e determinando a suspensao do ensaio pelos pesquisadores.
Sabe-se que os efeitos da TFD sao tempo e dose de FS dependentes, mas
os efeitos sdo observaveis em cerca de 15 minutos apds a exposicao
luminosa, demonstrados com a identificacdo de apoptose em queratindcitos,
e posteriormente, em até 96 horas, pelo surgimento de infiltrado inflamatério
com formas dominantes de polimorfonucleares (linfécitos e macréfagos), em
decorréncia do aumento de fatores quimiotaticos locais, tais como a maior
expressao de interleucina 8 (IL-8), de fator de crescimento fibroblastico, do
fator de crescimento vascular endotelial e do fator estimulante de colbnia
granulécito — monocitaria [62, 71, 74]. Adicionalmente, além dos efeitos
citotoxicos produzidos nas células neoplasicas, outros constituintes do
estroma peritumoral, representados por fibloblastos e macrofagos
relacionados com a expressao de metaloproteases e dos fatores de
crescimento endotelial e de necrose tumoral sdo afetados pelo efeito
fotodinamico [73].

Esses achados estiveram parcialmente presentes em apenas um caso
tratado, no qual nao foi identificado tumor apés TFD mediada por AICIFc-N ,
tanto no diagnéstico preliminar quanto na revisdo. Nos demais pacientes nao
houve modificagdo do quadro histopatolégico observado inicialmente (Figuras
8,9 e 10).
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Figura 8. Histopatologia pés TFD + AICIFc-N, 10 uM, corado por hematoxilina eosina
(aumento 10 x). Carcinoma Basocelular Superficial confirmado na revisao da lamina.
Observa-se infiltrado monocitario, com epiderme e estrato corneo adelgagados.

Figura 9. Histopatologia pés TFD + AICIFc-N, 10 uM, corado por hematoxilina eosina
(aumento 10 x). Carcinoma Basocelular Superficial confirmado em revisdo de
lamina. Presenca de infiltrado monocitario, com estrato corneo adelgagados.

Figura 10. Histopatologia pés TFD + AICIFc-N, 10 pyM, corado por hematoxilina
eosina (aumento 10 x). Carcinoma Basocelular Superficial. Presenga de infiltrado
inflamatério predominantemente monocitario e estrato céorneo adelgagado.
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7. CONCLUSAO

O presente ensaio teve por objetivo avaliar a resposta terapéutica do CBCS a
TFD combinada a AICIFc-N. Durante a condugdao do ensaio observou-se
sinais de inefetividade da ftalocianina em nanoemulsdo, demonstrada em
correlagao clinica-histopatégica de nao remissdo tumoral. No contexto da
reavaliacao da pesquisa procedeu-se a revisdo de ensaios que investigaram
a TFD em combinagado com diferentes substancias fotossensibilizantes, com
o fim de identificar inconsisténcias metodolégicas e desfechos que
permitissem melhor avaliar os desfechos do presente estudo. Entre as
possiveis causas para o baixo rendimento terapéutico da TFD mediada pela
AICIFc-N, observado no presente ensaio, destacam-se a realizacdo de
sessao unica de aplicacdo do tratamento e a possivel retengcdo do FS na
camada cornea da pele, o que pode ter levado a doses teciduais subclinicas
e a correspondente falha terapéutica histologicamente documentada.
Recomenda-se para o prosseguimento da pesquisa o aumento do numero de
sessdes de TFD, a revisdo da formulagdo no que respeita a inclusdo de

substancias promotoras da permeacao e o aumento das doses de AICIFc.
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1. INTRODUGAO

O principal fator causal relacionado a qualquer tipo de cancer de pele é a
exposicao a radiacao solar ultravioleta (UV). A relagao entre a exposigcao a
radiacdo UV e o surgimento da neoplasia cutdnea é complexa e depende
tanto de caracteristicas individuais quanto de fatores ambientais. Considera-
se que a exposicao excessiva e cumulativa a radiacdo solar, nas duas
primeiras décadas de vida, e particularmente na infancia, representa o mais

importante fator de risco para o desenvolvimento da doenga (INCA, 2006).
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De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (Inca), o cancer de pele
constitui a doenga maligna mais frequente no Brasil, correspondendo a 25%
do total de tumores registrados. Estima-se que surjam em 2012, no pais,
cerca de 134.170 novos casos, dos quais 62.280 corresponderao a cancer de
pele ndo melanoma. Sob essa denominacédo clinico-patolégica estao
agrupados o carcinoma epidermdide e o carcinoma basocelular, ambos
apresentando baixa letalidade, reduzido potencial de metastase a distancia e

bons indices de cura clinica.

Entre os canceres de pele ndo-melanoma, cerca de 70% dos diagndsticos
correspondem a carcinomas basocelulares, que constituem por essa razao
em importante problema de saude publica. Apesar do carcinoma basocelular
ser mais frequente a partir da quinta década de vida, estudos
epidemioldgicos tém observado o aumento da incidéncia no grupo etério
entre 30-40 anos de idade, mantendo-se raro na infancia e em adolescentes.
Cerca de 50% das pessoas tratadas de carcinoma basoelular tem recidiva da
doenga em cinco anos. Para o tratamento sdo empregadas a excisdo
cirurgica, a curetagem, a eletrocirurgia, a criocirurgia, o laser e mais

raramente a radio e a quimioterapia (11).
2. RACIONAL DO ENSAIO CLINICO

A Terapia Fotodinamica (TFD) é uma modalidade terapéutica que envolve a
combinagao de dois componentes atoxicos: substancia fotossensibilizante
(FS) e luz em comprimento de onda especifico. Uma vez conjugados esses
dois elementos, ha inducéo de efeitos tdxicos nos tecidos e células-alvos, a
partir da producao em cadeia de espécies reativas moleculares dependentes
de oxigénio [ERO] (3;4;33). Os fotossensibilizantes per si sao atoxicos e
sensiveis a irradiagao luminosa, constituindo-se em elementos-chaves para a
eficacia/efetividade da Terapia Fotodinamica, por representarem o substrato
molecular que media a transicdo da energia fotoelétrica para a energia

quimica, reagao essencial a geragao de espécies reativas de oxigénio (3; 5).
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A primeira evidéncia clinica da eficacia da TFD foi obtida em 1903 por Dreyer,
em Copenhaguem, e Jesionek e Von Tappeiner, em Munique, quando
aplicaram eosina ou eritrosina topica, seguida de exposi¢do a luz, em
pacientes portadores de pitiriase versicolor, psoriase, carcinoma basocelular,
lupus vulgar, sifilis, condiloma acuminado e molusco contagioso. Apesar dos
pesquisadores terem obtido alguns desfechos clinicos favoraveis, falhas
metodolégicas dos estudos relativas ao acompanhamento clinico dos
pacientes, a inconveniéncia do uso de radiacdo UV e a precariedade dos FS
disponiveis a época levaram ao abandono das linhas de pesquisa, so
retomadas na década de 70, com os estudos com Photophrin®[1 conduzidos

por Dougherty e colaboradores.

Esses pontos negativos apresentados pela primeira geragéo de FS (retengao
cutanea e fotossensibilidade prolongada nas areas tratadas e expostas a luz)
conduziram a pesquisas por novas formulagdes que demonstrassem maior
eficiéncia e seguranga, o que originou a segunda geragdo de
fotossensibilizantes. Em geral, os compostos da segunda geragao
apresentam caracteristicas mais favoraveis a aplicagdo na TFD em
comparagao com aqueles de primeira geragao de FS, tais como: elevado
rendimento quantico na geragdo de oxigénio singleto, maior estabilidade
quimica e fisica, atoxicicidade em auséncia de luz, alto grau de pureza
quimica e reducado de efeitos secundarios (6; 7). Algumas das principais
classes de FS estudadas com aplicacao terapéutica sdo: texafirinas, clorinas,
feoforbideos, purpurinas, protoporfirinas, derivados de benzoporfirinas e
ftalocianinas (8; 7). O desenvolvimento de fotossensibilizantes de terceira
geragao consiste na conjugagao de FS a compostos biologicamente ativos,
tais como anticorpos, peptideos e acido folico (7), e mais recentemente, a
associacdo de FS a carreadores nanoestruturados como lipossomos e

compostos nanopoliméricos.
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As ftalocianinas constituem uma classe de FS amplamente estudada que tem
apresentado bons resultados em aplicacbes na TFD. Derivadas de
azoporfirinas, as ftalocianinas possuem alto coeficiente de absorgao espectral
na faixa de comprimentos de onda longos, entre 650-850 nm (9). Dentre as
demais vantagens dos derivados de ftalocianina estdo: elevada capacidade
de producao de ERO comparadas a outros FS, alto potencial seletivo de

agregacao a células tumorais e rapida eliminagéo do organismo.

Entretanto uma das limitagcdes a utilizacado dos FS, incluidas as ftalocianinas e
seus derivados na TFD, deve-se a alta hidrofobicidade, pois apresentam
baixa solubilidade em meios fisiolégicos hidrofilicos, o que gera dificuldades
de transporte através dos sistemas biolégicos e eleva drasticamente o seu
potencial de agregacao (9; 10). Essa propriedade afeta suas propriedades
fotofisicas, quimicas e biolégicas com a consequente redugdo na formagao
de ERO, quando as FS sao comparadas a outras espécies monomeéricas que
apresentam propriedades fotoativas ideais (10). E possivel, entretanto,
melhorar a absor¢cdo dos FS por meio de arranjos moleculares na

farmacotécnica.

A eficacia das ftalocianinas depende da presenca de ion metalico na sua
molécula, que influenciam diretamente no chamado rendimento quantico de
quando assume o chamado estado triplete ao receber foto-estimulacdo. Os
complexos de ftalocianina de zinco e aluminio apresentam dentre suas
caracteristicas fotoquimicas a meia vida longa nos estados singlete e triplete,
0 que produz campos quanticos mais altos e maior eficiéncia de agao nos
substratos celulares. Outras ganhos importantes, obtidos pela incorporagao
de metais a molécula, sdo o acumulo seletivo em orgdos e a rapida
eliminagcao apds decorridas 24 h de administragdo da droga. Por outro lado,
as nanoemulsdes, uma das tecnologias mais promissoras da atualidade,
constituem um sistema de entrega que permite melhorar a solubilidade e a
biodisponibilidade de drogas lipofilicas, de forma a permitir que sejam mais

facilmente absorvidos e distribuidos nos tecidos, como é o caso da AICIFc.
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Estudos de farmacocinética pré-clinicos, em que esta incluido um realizado
com caes, acometidos de tumores de pele espontaneos, demonstraram alta
afinidade e seletividade da AICIFc tépica pelo tecido neoplasico, com meia
vida tecidual de 2,6 a 3,34 horas e meia vida de eliminagcdo de 4,3 horas e
auséncia de evidéncia de captagao por musculos e tecidos sdos proximos da
lesdo tratada, o que |he garante maior seguranga no que respeita a

possibilidade de efeito adverso de fotossensibilizagcéo (41;42).

A Terapia Fotodinamica utilizando fotossensibilizantes nanoestruturados
possui um horizonte tecnoldgico promissor, com potencial de aplicagdo amplo
em varias especialidades medicas. Estudos realizados desde 2003 no
Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de Biologia/ UNB, assim como
na rede de pesquisa vinculada ao Instituto Nacional de Nanobiotecnologia
(12; 13; 14; 15; 16; 17; 18; 19; 20; 21; 22), assim como em outras instituicdes
internacionais de pesquisa (27; 28; 29; 31) tém demonstrado a eficacia da
associacdo da aluminio-cloro-ftalocianina nanoestruturada no tratamento de
neoplasias malignas, a exemplo, entre outras patologias, em céanceres

cutaneos, de boca e de mama.

Deve-se também ressaltar que a TFD combinada a AICIFc foi também
utilizada em ensaios clinicos conduzidos por pesquisadores vinculados ao
Laboratério de Nanobiotecnologia/UNB, para o tratamento de carie dentaria e
na doencga periodontal (10; 20). Atualmente, pesquisa aprovada pelo Comité
de Etica de Pesquisa da FEPECS (numero do protocolo), que investiga a
AICIFc no tratamento da queilite actinica em seres humanos, esta em

andamento no Hospital Regional da Asa Norte (HRAN), em Brasilia-DF.

De um modo geral o uso da TFD no tratamento dessas patologias é
considerada um procedimento seguro. Nao existem relatos de eventos
adversos importantes ou letais. Efeitos adversos relatados em ensaios
clinicos com TFD para tratamento de Ceratose Actinica, Carcinoma
Basocelular Superficial e Doenca de Bowman foram na maioria locais, auto-

limitados e em geral descritos como leves a moderados.
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Estudos publicados demonstram que sintomas locais, entre 43 e 99% dos
pacientes, estdo relacionados com dor, eritema e prurido no sitio da lesao
tratada. Esses efeitos foram mais frequentes no dia da aplicagdo do
tratamento e raramente se prolongando por uma semana. Descontinuidade
do tratamento, por causa de dor local, foram raramente relatados em 43
ensaios clinicos selecionados por revisdo sistematica produzida pela
Universidade de Alberta (Canada), para avaliagdo da seguranga do uso
terapéutico da TFD e outras variaveis relacionadas ao custo e ao
financiamento dessa tecnologia no sistema de saude daquele pais (40). No
que respeita a qualidade do resultado estético, dados analisados nessa
revisdo demonstraram que os desfechos obtidos com o uso da TFD foram
consistentemente superiores em relacdo aos alcangcados com outros
tratamentos convencionais para tratamento do cancer de pele nao-

melanoma.

O custo de aquisicio da fonte Iluminosa e da produgdo dos
fotossensibilizadores, assim como a composicdo do financiamento e a
extensa capilaridade do Sistema Unico de Saude apontam para a hipétese de
que no Brasil a TFD possui um grande potencial de custo-efetividade na
clinica dermatoldgica, diferenciando-se das conclusdes de equivaléncia
econdmica com alternativas terapéuticas consagradas que estudos

realizados em outros paises apontam.

Porém a aplicacdo da TFD em diferentes patologias (36; 37; 38; 39), em que
nao poucas vezes estao relacionados diferentes alternativas e protocolos
terapéuticos, subgrupos de doencas e diferentes estagios evolutivos de
patologia indicam a necessidade da realizagado de estudos com metodologia
mais consistente, que permitam especificidade na avaliacdo econ6mica de

seus usos € a elaboracido de metanalises conclusivas.

A presente proposta de projeto de pesquisa clinica tem por objetivo analisar
algumas dessas dimensdes do uso da TFD combinada a AICIFc-N no
tratamento do carcinoma basocelular superficial, a partir das seguintes

evidéncias disponiveis:
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1. A incidéncia crescente do cancer de pele ndao-melanoma e, em
especial do carcinoma basocelular no mundo e no Brasil, constituindo-
se em problema de saude publica num cenario a curto prazo de
envelhecimento populacional, em que a prevaléncia de doencas

neoplasicas € mais expressivo.

2. A seguranca e a eficacia terapéutica daquela terapéutica no
tratamento dos canceres ndao melanoma, em especial da forma
superficial do carcinoma basocelular, conforme demonstrado em

ensaios clinicos publicados na literatura médica internacional.

3. A disponibilidade no Brasil de informagdes pré-clinicas (in vitro
e in vivo), produzidas por grupos de pesquisa vinculados a Rede
Nano do Instituto Nacional de Nanotecnologia, no Instituto de Biologia
da UNB e na literatura internacional, que demonstram eficacia e a
seguranga da AICIFc no tratamento de neoplasias de boca, mama e
pele, com farmacocinética e citotoxicidade bem estabelecidas para

esse fotossensibilizador.

4, A escassez de estudos na literatura internacional e brasileira de
estudos que comparem a TFD com o procedimento cirurgico no

tratamento do carcinoma basocelular.

2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Este projeto de ensaio clinico prospectivo, aberto, randomizado e paralelo tem

por objetivo:

a) avaliacdo da segurancga e eficacia da TFD + AICIFc-N no tratamento do

carcinoma basocelular superificial, quando comparada ao tratamento

cirargico convencional, durante 5 anos de follow up.

2.2. ESPECIFICOS

. Definicao da melhor dose/resposta, considerando

concentracdes de 2,5; 5 e 10 uM.
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J Identificar efeitos adversos do tratamento relacionados a
toxicidade.

3. Metodologia
3.1. NANOEMULSAO CONTENDO DE ALUMINIO-CLORO FTALOCIANINA

Uma nanoemulsdo 6leo em &agua, que tem como disperso o
fotossensibilizador Aluminio-Cloro Ftalocianina (AICIPc [chloro (29H,31H-
phthalocyaninato) aluminum] Sigma [Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO,
USA.]), sera produzida, de acordo com as boas praticas de manipulagao
farmacéutica, junto ao laboratério farmacéutico do CACON. Estudos prévios
(dados nao publicados) do Instituto de Biologia demonstraram a estabilidade
estrutural e fisico-quimica da referida formulagao por um periodo de 180 dias,
mesmo quando submetida a condicées de estresse térmico (37°C). Além
disso, estudos de citotoxicidade em modelos de culturas celulares,
conduzidos no centro de pesquisa citado, demonstraram que a formulacéo é
citocompativel nas concentracées de até 10uM de AICIFt. Para este ensaio
clinico serdo utilizadas as concentracbes de 2,5, 5 e 10uM do

fotossensibilizador.

As amostras serdo produzidas de acordo com o método desenvolvido por
Muehlmann (17) no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade de Brasilia, em que as principais
caracteristicas  fisico-quimicas (didmetro  hidrodindmico, indice de
polidispersao, potencial zeta, carga de ftalocianina/polimero) do AICIFc-N

serao determinadas.

No ensaio clinico com Terapia Fotodindmica associada a nanoemulsao de
AICIFC sera utilizado sempre o mesmo lote da formulacdo, sendo este
produzido imediatamente antes do inicio da intervencdo terapéutica. A
avaliagao da estabilidade da emulsdo de AICIFc-N sera monitorada por meio
de avaliacbes de estabilidade das propriedades fotofisicas, da capacidade de
geracgao de espécies reativas de Oxigénio e da estabilidade das propriedades

nanoscopicas da amostra de acordo com o protocolo.
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3.2. ENSAIO CLINICO

O estudo sera realizado em acordo com a Declaracdo de Helsinki e com as
Diretrizes de Boas Praticas de Pesquisa Clinica (19) vigentes. O inicio da
pesquisa esta condicionado a aprovagao do protocolo de pesquisa pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da Universidade de
Brasilia (CEP/HUNB).

Seguida a aprovagéao do projeto pelo CEP/HUNB, o projeto de pesquisa sera
explicado aos pacientes selecionados, que, individualmente, e no caso de
concordarem participar do projeto, deverdao assinar o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Apos aprovagcao no CEP-HUNB, o protocolo também sera incluido e
periodicamente atualizado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos —

REBEC (http://www.ensaiosclinicos.gov.br/), para cumprir com o0s requisitos

para publicacdo em periddicos indexados e de impacto cientifico

reconhecido.

A etapa clinica da pesquisa sera realizada nas dependéncias do Centro de
Alta Complexidade em Oncologia do Hospital da Universidade de Brasilia
(Cacon/HUNB). A etapa analitica sera realizada nos laboratérios de analise
clinica e de histopatologia do HUNB e do Instituto de Biologia (IB/JUNB). A
etapa estatistica sera realizada na unidade de pesquisa clinica do
Cacon/HUNB.

Os responsaveis por esse projeto declaram que ndo possuem conflitos de
interesse para conduzir, analisar e elaborar conclusées sobre os resultados

decorrentes do estudo clinico proposto.
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3.2.1. DESENHO DO ENSAIO (18; 20; 21; 22; 23; 24; 34, 35)

Trata-se de estudo clinico fase 2, aberto, ndo randomizado, escalonado, que
tem por objetivo avaliar a eficacia e a seguranga do tratamento do carcinoma
basocelular superficial (8 a 10 mm), com base na aplicagao tépica de AICIPc-
NP combinada a terapia fotodindmica, em comparacdo com o tratamento
cirargico convencional. Nos dois bragos da pesquisa serdo selecionados o
total de 150 individuos de pele clara, sem distincdo de sexo, mas distribuidos
igualmente entre trés grupos de tratamento, todos maiores de 30 anos, com
diagndstico clinico e anatomo-patolégico de carcinoma basocelular
superficial. Os voluntarios selecionados serao distribuidos em dois bracos: no

primeiro braco (Grupo A), serdo alocados trinta pacientes, distribuidos em

trés sub-grupos (A1, A2 e A3) em que serdo avaliadas a segurancga € a
eficacia de trés concentracdes pré-determinadas de AICIFc-N combinadas a
TFD, buscando-se padronizar aquela que apresenta melhor dose/resposta;

no segundo braco serdo distribuidos igualmente em dois grupos 120

individuos para a avaliagado da seguranga e da eficacia da TFD + AICIFc-N
(Grupo B: 60 pacientes) em relagdo ao tratamento cirurgico convencional
(Grupo C: 60 pacientes). No Grupo B sera utilizada a concentragdo de
AICIFc-N padronizada como de melhor dose/resposta no estudo conduzido
com o Grupo A. No Grupo C, onde serado alocados os pacientes que serao
tratados por cirurgia, também sera estudada a distribuicdo da AICIFc-N nos
estratos cutaneos, sem que haja combinagao com com a TFD (Figura 1), mas

utilizando a concentracido padronizada antes referida.
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Figura1.

Ensaio Clinico para Avaliag¢io da Seguran¢a e Eficicia da Terapia Fotodinamica
Mediada por Nanoemulsio de Al-Cl-Ftalocianina em Rela¢io ao Tratamento

Cirargico do Carcinoma Basocelular Superficial.

30 pacientes
selecionados
Grupo A

120 pacientes
selecionados

Grupo C1 || Grupo C2 | | Grupo C3 60, 60.
N=10 N =10 Ni=10 randomizados randomizados
Grupo B Grupo C
TFD+ TFD+ TFD+ TFD+AICIFC-NP Cirurgia
AICIFC-NP  AICIFC-NP  AICIFC-NP
2,5 uM 5uM 10 uM

Padronizagao da Melhor dose

Eficacia Seguranca

3.2.2. CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE PARA PARTICIPAGAO DO
ESTUDO

Serao elegiveis 150 individuos maiores de 30 anos, de pele clara, sem
distincdo de sexo, com diagnéstico clinico e anatomo-patolégico de
carcinoma basocelular superficial, ndo pigmentado, sem evidéncia de
agressividade (subtipos basoescamoso e infiltrativo) e virgens de tratamento.
A bidpsia para histopatologia adotara método do tipo punch. O tratamento
com TFD + AICIFc-ND sera iniciado 15 dias apd6s a avaliagao clinica-
laboratorial. Os sujeitos de pesquisa serdo acompanhados por cinco anos no
Centro de Alta Complexidade em Oncologia do Hospital da Universidade de
Brasilia (Cacon /[HUNB).
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3.2.3. AVALIACAO CLINICA PRE-TRATAMENTO E REGISTROS DE
EVOLUCAO

Constara de consulta clinica individual, constituida de anamnese e exame
fisico completos em que constardo dados relativos a localizacdo, tipo e
dimensbes da lesdo de pele, agendamento de bidpsias, intercorréncias
durante a aplicacdo da TFD + AICIFc-Nd, evolucao clinica, desfechos de
pesquisa, condicbes de alta e documentacédo fotografica pré, per e pds

tratamento.
3.2.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO NA ETAPA DE SELE(}AO

Nao sera permitida a exclusao de mais que 10% dos individuos selecionados
para o estudo até a sua conclusdo. Para a exclusdo serdo consideradas as
seguintes condigdes:

1) ndo disponibilidade para participar do ensaio clinico;

2) diagnéstico de dermatopatia genética do tipo névica;

3) lesbes com espessura superior a 15 mm no exame histopatoldgico;

4) lesdes > 8 mm e >10 mm de maior didametro;

5) histdria clinica de recurréncia de carcinoma basocelular;

6) histdria clinica de carcinoma epidermodide e melanoma;

7) tratamento prévio de patologias malignas por meio de crioterapia, cirurgia,
radioterapia, imiquimoid, eletrocauterizacao, imunossupressores,

antineoplasicos e terapia fotodinamica;

8) uso de medicamento fotossensibilizante por até 4 semanas anteriores a

selecao;

10) diagnéstico de discrasia sanguinea, miocardiopatias, diabetes mellitus,
insuficiéncia renal, doenga pulmonar, hepatopatias agudas e crénicas,
imunossupressao, SIDA, alergia, tabagismo, histérico de abuso de alcool e
drogas, histéria de fotossensibilizagao, hipersensibilidade aos componentes
da formulagdo AICIFc-N, gravidez, amamentagdo e intencdo de engravidar

no periodo do ensaio clinico.
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3.2.5. CRITERIOS PARA RETIRADA DOS PACIENTES DURANTE O
ESTUDO

Os pacientes selecionados para participar do estudo serao retirados dos

bracos de pesquisa, de seus grupos e sub-grupos nas seguintes condi¢des:
a) Ocorréncia de efeito adverso grave.

b) Solicitagao do paciente.

c) Evaséo.

d) Falha terapéutica.

Em caso de falha terapéutica apds segunda aplicagdo de AICIFc-N + TFD, os
pacientes serao retirados da pesquisa e encaminhados ao tratamento

cirargico convencional .

3.2.6. TESTES DIAGNOSTICOS A SEREM SOLICITADOS
1. Hemograma completo.
2. Provas de funcao renal: uréia e creatinina plasmaticas.

3. Provas de funcao hepatica: Gama-GT , bilirrubina direta e indireta, TGO e
TGP.

4. Eletrocardiograma em 12 derivagoes.

5. Radiografia simples do térax.

6. Teste plasmatico para diagndstico de gravidez .
7. Sorologia para HIV, hepatite B e C.

Os testes hematoldgicos, excetuados os de exclusdo de gravidez e
soroldgicos, serao repetidos sete e trinta dias apds a intervengao com TFD +
AICIFc-N. O eletrocardiograma e a radiografia simples de térax serdo

repetidos decorrido um més de tratamento.
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3.2.6. RESTRIGOES DURANTE O ESTUDO

Todos os sujeitos de pesquisa selecionados deverédo abster-se de exposi¢ao
a radiacdo solar nas primeiras 6 horas apods o tratamento e durante os 12

primeiros meses de evolucéao.

3.2.7. ALOCAGCAO DOS VOLUNTARIOS SELECIONADOS A
PARTICIPAGAO NO ENSAIO CLIiNICO

A lista de alocagcdo dos grupos, ndo cegada, sera produzida por meio de
software proprio, sem a participacdo da equipe médica, sob a

responsabilidade do investigador principal e dos investigadores clinicos.
3.2.8. PROTOCOLO DO GRUPO DE PESQUISA A

Nesse grupo serdo analisados variaveis que permitirdo definir entre as
concentracbes de  AICIFc-N, qual aquela que representa a melhor
dose/resposta, assim como comparar as diferentes dosagens quanto aos
efeitos adversos e desfechos de cura e resultado estético obtido apds um ano
decorrido de tratamento. Apds aleatorizacdo dos pacientes em trés sub-
grupos de concentragao (2,5; 5 e 10 yM), no dia 1, a lesédo escolhida sera
tratada com AICIFc + TFD.

A lesdo para tratamento sera submetida a assepsia e anestesiada para
realizacdo de curetagem superficial para diminuicdo da camada cérnea, de
forma a permitir melhor absorgéo do fotossensibilizador. A area de curetagem

devera abranger a margem de seguranga estabelecida neste protocolo.

A seguir, com dedo enluvado, serao aplicados 1 ml de nanoemulséo sobre
toda a extensdo da area da lesdo + 10 mm de margem livre. O local da

aplicagao recebera curativo opaco e oclusivo por 1 hora.

Ap0ds esse tempo, a superficie total que recebeu a AICIFc-N sera submetida a
radiagcdo luminosa, utilizando-se de equipamento INDUSTRA (BR-SP),
equipado com fonte de luz LED (Light Emitting Diodes), na faixa da cor
vermelha. Os comprimentos de onda serdao emitidos entre 630 a 675 nm, na
poténcia de 100 mW/cméb. Os tempos de aplicacido do tratamento variarao de

acordo com a espessura da lesdo, mas terao por linha de base 15 minutos.
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Bidpsias do tipo punch e histopatologia serdo realizadas com 30 dias, 180
dias e 1 ano apods a aplicacao do tratamento, para acompanhamento da
evolucdo clinica. Nos espécimes de bidpsia sera utilizado como corante a
hematoxilina eosina e as amostras serao testadas para apoptose, mediante

técnica histoquimica para identificagao de atividade da caspase 3.
3.2.8. PROTOCOLO DO GRUPO DE PESQUISA B

O grupo B recebera a TFD + AICIFCNP na concentragdo padronizada no
Grupo A como aquela que obteve a melhor dose/resposta. Os desfechos
observados quanto a seguranca e a eficacia serao comparados com aqueles
relacionados no Grupo C, onde a cirurgia é a intervencdo de escolha. O
protocolo para uso da TFD + AICIFc-N na concentracdo padronizada sera o

mesmo aplicado no grupo A.
3.2.9. PROTOCOLO DO GRUPO DE PESQUISA C

No grupo C sera aplicado o procedimento comparador — cirurgia — com a TFD
+ AICIFcNP. O protocolo cirurgico sera aquele adotado para tratamento do
carcinoma basocelular superficial no Cacon/HUNB. Antes do procedimento
cirargico e apos a assepsia, a lesao sera curetada e recebera aplicagéo de
AICIFc-N na mesma concentracao, volume e tempo de cobertura de 1 hora
com curativo opaco, conforme descrito no protocolo do grupo B. Decorrido
esse tempo, ndo havera aplicacdo de radiagdo luminosa e a peca sera
cirurgica sera encaminhada ao laboratério, acondicionada em recipiente
opaco que contenha soro fisioldgico a 0,9%. A pecga cirurgica sera estudada
por microscopia 6tica para diagndstico e estadiamento, além de microscopia
confocal para analise da distribuicao e da cinética do fotossensibilizador nos

diferentes estratos celulares da pele.
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3.2.10. MONITORAMENTO DA INTERVENGAO TERAPEUTICA

Os sujeitos de pesquisa incluidos serao avaliados clinicamente nas primeiras
quatro horas do procedimento; 24 horas; 48 horas e sete dias apods a
intervencao, com registro do estado das lesbes e das queixas clinicas. Sera
realizada avaliagao clinica-laboratorial completa decorridos 7 dias, 30 dias,
180 dias e um ano apos a aplicagdo dos protocolos terapéuticos nos grupos
A, B e C. O volume total de sangue a ser coletado durante todo o ensaio
clinico sera menor de 200 mililitros em 12 meses. A medicagao analgésica a
ser prescrita para todos os grupos, por via oral e se necessario a cada 8
horas, sera o paracetamol na concentracdo de 750 mg/comprimido. O
aspecto lesional sera documentado por registro fotografico a cores, em
formato digital, imediatamente antes e depois dos procedimentos
terapéuticos, e no acompanhamento clinico poés-intervengdo, em

conformidade com os tempos acima referidos das consultas de avaliagao.
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4. DESFECHOS A SEREM CONSIDERADOS
4.1. QUANTO A SEGURANCA

A. Toxicidade Local: sera avaliada pelas variaveis eritema, edema, dor,
ulceracao, aumento da temperatura no local da lesdo e formigamento apés a
aplicagdo da AICIFc-N+ TFD. Os sintomas locais de eritema, edema e
ulceracdo serdo avaliados por meio de colorimetria, obedecendo a uma
escala de avaliacdo de 0 a 5. A variavel dor sera avaliada por escala visual-
analdgica (EVA), em que a quantificagdo desse sintoma subjetivo sera
descrita pelo paciente em tabela com escalonamento numeral de 0 a 10,
onde zero representa nenhuma dor e dez a pior dor possivel. O paciente
também devera descrever a qualidade da dor experimentada, considerando
os descritores algicos relacionados ao tegumento, isto é: ardor; queimacgéo;

formigamento; ferroada e pulsatil.

B. Toxicidade sistémica: avaliada com base em resultados de exames
laboratoriais, na sintomatologia clinica. Serdo avaliados os sintomas:
nauseas, vdmitos, cefaléia, falta de ar, palpitagdo, dor articular, tonteira,
artralgia, mialgia, zumbido auditivo e febre (temperatura axilar superior a
37,5° C).

4.2. QUANTO A EFICACIA

A. Insucesso de tratamento: quando, apés 30 dias da segunda aplicagao de
AICIFc-N + TFD, nado houver remissdao completa da lesdao; ou a qualquer
tempo houver recorréncia do tumor no local previamente tratado. Tanto a
suspeita clinica de falha do tratamento (a qualquer tempo) quanto a remissao
da lesdo serdo confirmadas por histopatologia. No caso de falha do
tratamento o paciente sera encaminhado para o tratamento cirurgico
convencional, sem que seja retirado da pesquisa ou incluido no grupo dos

pacientes alocados para receber o tratamento cirurgico.

B. Sucesso do tratamento: considerado pela demonstragao histopatolégica de
auséncia total da neoplasia em um més, seis e doze meses apos a aplicacao

da TFD + AICIFc-N, considerando-se intervalo de confianga de 95%.
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B. Resultado estético: Para todos os grupos de tratamento, apds 12 meses de
acompanhamento clinico sera realizada avaliacdo estética do local tratado,
mediante atribuicdo dos seguintes valores: ruim, regular, bom, muito bom e
excelente. O sitio do tratamento também devera ser classificado quanto a
pigmentagdo, considerando trés possibilidades: normal, hipopigmentada e

hiperpigmentada.
4.6. REGISTRO DE EFEITOS ADVERSOS

Todos os efeitos adversos (EA) serao registrados durante a integralidade do
periodo da investigacdo. O investigador utilizara ficha propria para registro
dos EA, na qual os sintomas serao descritos quanto a tipologia e
classificados na sua intensidade como leve, moderado e severo e quanto a
funcionalidade como n&o associados ou associados a limitagdo de atividades
diarias, assim como as medidas prescritas para reverté-los ou alivia-los.
Efeitos adversos severos serdo destacados e registrados em formulario
proprio, onde constarao informagdes detalhadas sobre essa intercorréncia, as
medidas terapéuticas adotadas e os correspondentes resultados obtidos.
Esse documento devera ser assinado pelo clinico do paciente, pelos
pesquisadores clinicos e pelo investigador principal, e sera parte integrante

do prontuario do paciente.
5. Estatistica

Os dados obtidos serdo tabulados no programa SPSS, versdo 17 para
Windows. Sera realizada analise de estatistica descritiva para  avaliacéo
eficacia, da seguranga e da melhor dose/resposta entre as concentracoes
AICIFc-N + TFD empregadas no grupo A. Para a analise estatistica dos
desfechos relacionados AICIFc-N + TFD, em comparagao aqueles obtidos
com o tratamento cirurgico (Grupo C), os testes estatisticos deverao
considerar nivel de significancia 0.050, limite de n&o-inferioridade de 95%,
para a concentragdo padronizada em uso no Grupo B, e o0s seguintes
prognosticos de eficacia de grupo: B = 90% e C = 97%. Serao também

consideradas variaveis de intengcéo de tratamento (ITT) e por protocolo (PP).
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6. VIABILIDADE TECNICA DO ESTUDO

As seguintes condigdes garantem a viabilidade técnica e econdmica do
projeto: a) A elevada incidéncia do carcinoma basocelular; b) disponibilidade
local da AICIFc-N e de equipamentos para aplicagéo laser; c) existéncia de
protocolos concensuados de diagnostico e tratamento do carcinoma
basocelular no Brasil e d) disponibilidade de servico de dermatologia,
analises clinicas e hispatologia no HUNB ). Os recursos de financiamento

serao advindos do projeto INCT em Nanobiotecnologia.
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé estd convidado(a) a participar como voluntario(a) da pesquisa
“Avaliacdo da Seguranga e Eficacia da Terapia Fotodindmica Mediada Por
Nanoemulsao de Aluminio-Cloro-Ftalocianina no Tratamento do Carcinoma
Basocelular Superficial’.

Os motivos que nos levam a estudar novas alternativas ao tratamento do
Carcinoma Basocelular Superficial € o fato desse cancer de pele néo-
melanoma ser um dos mais frequentes no Brasil, correspondendo a 25% do
total de tumores diagnosticados, constituindo-se por essa razao em
importante problema de saude publica no pais.

A pesquisa se justifica também, porque estudos cientificos sobre o uso da
Terapia Fotodindmica no tratamento de doencas da pele tém demonstrado
bons resultados, quando comparada ao tratamento cirurgico convencional, e
na medida em que medicacdes de uso local e ativadas por laser sao
desenvolvidas especialmente para essa modalidade de tratamento.

O objetivo da pesquisa acima nomeada é avaliar os efeitos clinicos da
associacdo da nanoemulsdo de Aluminio — Cloro — Ftalocianina com a
Terapia Fotodinamica no tratamento do carcinoma basocelular superficial,
comprovando os seus resultados através do tratamento cirurgico de rotina
utilizado nesse tipo de cancer de pele ndo-melanoma.

Para comprovagdo do diagnéstico SERA RETIRADO UM PEQUENO
FRAGMENTO DA LESAO e a PARA A confirmacao da cura clinica TODA A
DOENCA SERA RETIRADA ATRAVES DE UMA CIRURGIA. ESTA
CIRURGIA SERA REALIZADA COM ANESTESIA LOCAL . Durante o
tratamento também seréo realizados exames de sangue, raio X de térax e
eletrocardiograma.

O tratamento com a Terapia Fotodindmica associada a nanoemulsao de
Aluminio-Cloro-Ftalocianina consiste das seguintes etapas: a) limpeza,
anestesia local e raspagem superficial da lesdo diagnosticada; b)
administracao local da nanoemulsido; c) exposicao da lesdo ao laser; d)
curativo e prescrigdo de analgésico por via oral em caso de dor local. Apds o
tratamento serdo marcadas consultas para acompanhamento clinico da

evolucdo até a alta do tratamento.
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Existe a possibilidade de vocé sentir desconforto no local tratado,
caracterizado por um ou mais dos seguintes sintomas, que também estado
presentes no tratamento cirurgico da lesdo: ferimento, dor, vermelhidao,
inchaco, quentura ou formigamento.

Vocé sera esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar.
Vocé é livre para recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou
interromper sua participacdo a qualquer momento. Sua participacdo é
voluntaria e a recusa em participar nao ira acarretar qualquer prejuizo aos
seus direitos.

Os pesquisadores irao tratar a sua identidade com padrdes profissionais de
sigilo. Todos os resultados dos seus exames permanecerao confidenciais,
mas acessiveis para vocé, e serao utilizados apenas nesta pesquisa. Seu
nome ou o material que indique a sua participacdo nunca sera liberado sem a
sua permissao por escrito. Vocé ndo sera identificado(a) em nenhuma
publicacdo ou apresentacao cientifica que possa resultar deste estudo.

A participacdo no estudo ndo acarretara custos para vocé, e nao lhe sera
disponibilizado qualquer compensacao financeira adicional. Em caso de dano
pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), vocé tera garantido tratamento no
Hospital da Universidade de Brasilia HUB, ou em outra unidade da rede
hospitalar do Sistema Unico de Saude que for indicada. Em caso da
ocorréncia de danos eventuais relacionados a pesquisa fica
reconhecido e garantido o seu direito a indenizagdo. Uma copia deste
consentimento informado, assinada por vocé, pelo pesquisador e
testemunha, sera arquivada no Setor de Pesquisa Clinica do Hospital
Universitario de Brasilia.

Eu, fui informada (o) dos

objetivos desta pesquisa de maneira clara e detalhada e esclareci minhas
duvidas. Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informacodes e
rever minha decisao se assim o desejar. Ficaram claros para mim quais sao
0s propositos da pesquisa, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos e as garantias de confidencialidade das informacgdes.
Ficou claro também que minha participagcado € isenta de despesas, e que

tenho garantia do acesso a tratamento de apoio , se houver necessidade.
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Concordo voluntariamente em participar da pesquisa “Avaliacdo da
Seguranca e Eficacia da Terapia Fotodinamica Mediada Por Nanoemulsao de
Aluminio-Cloro-Ftalocianina  no Tratamento do Carcinoma Basocelular
Superficial”.

Estou ciente de que poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante a realizacdo da pesquisa, sem penalidades,
prejuizo ou perda de qualquer direito legalmente assegurado. Também sei
que caso existam gastos adicionais de tratamento, estes serdao absorvidos
pelo orcamento da pesquisa, sem prejuizo dos direitos que me sao
assegurados no Sistema Unico de Saude.

O projeto de pesquisa “Avaliagdo da Seguranca e Eficacia da Terapia
Fotodindmica Mediada Por Nanoemulsao de Aluminio-Cloro-Ftalocianina no
Tratamento do Carcinoma Basocelular Superficial” esta registrado no
SISNEP/CONEP/CNS —. Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB CEP-FS/UnB.

Em caso de duvidas poderei pedir esclarecimentos ao pesquisador principal
Dr. Itajai Albuquerque no Telefone: 61 9554-0990; ou Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB CEP-FS/UnB no
endereco: Campus Darcy Ribeiro, Faculdade de Saude, tel.: 61 31071947 ou
pelo e-mail cepfs@unb.br.

Declaro que recebi uma copia rubricada e assinada deste termo de

consentimento livre e esclarecido.

Nome Assinatura do Participante Data

ou responsavel Legal

Nome Assinatura do Pesquisador Data

Nome Assinatura da Testemunha Data
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Exame Fisico e Avaliacio de Relacionados a Lesao

Temperatura . °C Método Axilar Oral Retal (assinalar um)
Usar o mesmo método durante todo o estudo

Peso ) kg

Localizacio anatomica:

DiAmetros em milimetros (Comp. x Larg) -
Bordas ( )regulares imegulares ( )
Cor ( )uniforme ( )ndo uniforme
Superficie ( )regular () irregular
Telangiectasias () sim  ( )ndo

Fotografia de lesao anexada ao prontuario ( ) sim

Sinais/Sintomas Relacionados a Lesao Sim Nao

Alteracio de tamanho e forma nos ultimos seis meses

Modificacdo de cor nos ultimos seis meses

Presenca de prurido

Sensibilidade

Ulceracdao

Sangramento

Histonia de exposicao ao Sol/ Queimadura solar frequente

Telangiectasias lesionais a inspecao

Qutras (explicitar):




Procedimento Terapéutico:

Aluminio-Cloro-Ftalocianina.

83

Terapia Fotodinimica + Nancemulsio de

Oral

Retal ( assinalar um)

Hora de inicio do procedimento
Temperatura %C Meétodo Axilar
Usar o mesmo método durante todo o estudo
Hora de término do procedimento
Temperatura %C Meétodo Axilar

Oral

Retal ( assinalar um)

Usar o mesmo método durante todo o estudo

AVALIAGAO CLINICA DA TOXICIDADE LOCAL

Paciente referiu queixa durante o procedimento Nao

Se Sim, favor identificar

Sensacao de calor local

Eritema

Dor

Sim

tipo ( )ardor ( ) queimacdo ( )formigamento ( )ferroada ( ) pulsatil

Paciente devera idenditicar a intensidade dolorosa
com base na escala visual-analogica — EVA:




Inspecio da lesio apos aplicacio da TFD + AICTFc-Np
A lesao devera ser novamente fotografada e anexada ao pronfuirio

Didmetros em milimetros (Comp. x Larg ) -
Bordas ( )regulares imegulares( )
Cor ( )uniforme ( )n3ouniforme
Superficie ( )regular ( ) iregular
Telangiectasias( ) s ( )mdo

EFEITOS ADVERSOS

[Devera ser feita a seguinte pergunta 20 paciente: - VOCé sentil, ou percebeu algo diferente apos a

T e Ow

Observacio: Somente marcar SIM para efeito adverso novo n3o descrito na avaliacao anterior,
OU em caso de mudanca na intensidade ou duragao de efeito adverso antes descrito.

Se SIM por favor registre
AVALIACAO CLINICA DA TOXICIDADE LOCAL

Sensagéodecalo:locd[l ( Jmove ( )piorou

Bitetrlalj()luﬂm()l’i"“’"l

D“Dﬂw( )ardor () queimacdo ( ) formigamento ( )ferroada ( ) pulsatl
( )movo () piorou

Paciente devera idenditicar a intensidade dolorosa
com base ma escala visual-analogica-EVA:
EdemaD( Joovo () piorou
Ulceragéo[l( Joovo () piorou

Pmridolocal[l( ) novo () piorou

AVALIACAO CLINICA DA TOXICIDADE SISTEMICA

Simmmogiamapésumdopmcedim:oDNio Ds-n

NéuseasD( ) nove ( )piorou
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Numero do
Protocolo

Numero do

Registro do

Paciente no
Cacon

Numero de
Registro do
Paciente

(Protocolo)

Tmcns do

1
i

Yoor

Vomitos D
pispnéia_]

papiagio ]

Artralgia

Mialga

Cefaléia D

Tonteiras

Zumbido auditvo

Febre (temperatura acima de 37,5° C) D

Qutro a descrever:

Paginal9
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Qutro a descrever:

Houve adog3o de medida terapéutica para tratamento do sintoma referido
|:|N'au |:|Sn

Em caso de Sim, favor descrever as Medidas adotadas:

Pagina 8

Houve melhora dos sintomas apés 1 hra do procedimento? I:IN'ao D Sim

Prescricao de medicac3o sintomatica para uso em casa? Nao |:| Sim

Se Sim, favor descrever:

86
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Edema

Ulceracao Prurido local

Pagina7

AVALIAGAO CLINICA DA TOXICIDADE SISTEMICA

Sintomatologia durante o procedimento Nao Sim

Sintomatologia em até 1 hora apos o procedimento Nio Sim

Nauseas

Vomitos

Dispnéia

Palpitacao

Artralgia

Mialgia

Cefaléia

Tonteiras

Zumbido auditivo

Febre (temperatura acima de 37,5° C)
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UNB - FACULDADE DE

CIENCIAS DA SAUDE DA W

UNIVERSIDADE DE BRASILIA

COMPROVANTE DE ENVIO DO PROJETO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: i Enzaio Clinico Fase 11l para Avaliagiio da Seguranga e Eficicia da Terapia
Fotodindmica Mediada por Nanoemulsfio de Aluminio-Cloro-Ftalocianina no
Carcinoma Basocslular Superficial de Pele;

Pesquisador:  Itajai Oliveira ds Albugusrque

Versao: 8

CAAE: 20941213.6.0000.0030

Instituigdo Proponents: Hospital Universitério de Brasilia - HUB
DADOS DO COMPROVANTE

Numero do Comprovante: 0810172013

Patrocionador Principal: Financiamento Proprio

Informamos que o projeto ;Ensaio Clinico Fase VI para Avaliagio da Seguranga e Eficicia da
Terapia Fotodindmica Mediada por Nanoemulsiio de Aluminio-Cloro-Ftalocianina no Carcinoma
Basocslular Superficial de Pele; que tem como pesquisador responsdvsl Itajal Oliveira de Albugquerqus,
foi recebido para andliss &tica no CEP UnB - Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de
Brasilia em 17/10/2013 as 15:32.

Enderego: Faculdade de Clindias da Sadde - Campus Darcy Ribeiro

Balrro: Asa Norte CEP: 70.910-900

UF: DF Municiplo: BRASILIA

Telefone: (51)3107-1947 E-mall: ceptsunb@grmail.com
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO

FACULDADE DE CIENCIAS DA

SAUDE DA UNIVERSIDADE DE %"ﬁ -

BRASILIA - CEP/FS-UNB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquiea: ;Enzsaio Clinico Fase I/ll para Avaliagio da Seguranga e Eficicia da Terapia
Fotodinimica Mediada por Nanoemulasfo de Aluminio-Cloro-Ftalocianina no
Carcinoma Baszsocslular Superficial de Psls;

Pesquisador: hajai Oliveira ds Albuquerque

Area Tematica:

Versdo: 8

CAAE: 20941213.6.0000.0030

Inastituigdo Proponents: Hospital Universitério de Brasilia - HUB
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 771.394
Data da Relatoria: 20/08/2014

Apresentagao do Projeto:

O projsto de pesquisa 26 refere a um estudo clinico,Fass 1, aberto, ndo randomizado, escalonado, que tem
por objstivo avaliar a sficicia e a ssguranga do tratamento do carcinoma basocslular superficial (8 a 10
mm), com base na aplicagio tépica de AICIPc-NP, combinada a terapia fotodindmica, em comparagio com
o tratamento cirlrgico convencional. Serdo sslecionados 150 individuos ds pele clara, sam distinglio de
saxo, distribuidos igualments entre trée grupos ds tratamento, todoe maiorss de 30 anos, com diagnéstico
clinico & anatomo-patolégico de carcinoma basocelular. Oz voluntérios sslecionados sseriio distribuldos
aleatoriaments em trée bragos de psequiza. Serfio avaliadas a ssguranga e a sficacia de trée concantragles
pré-detsrminadas de AlICIFc-NP combinadas & TFD, buscando-2e padronzar aquela qus apresenta melhor
dosel/resposta. Os pacientss serfio submetidos a tratamento cirlirgico ap6s trinta dias, contados da
aplicaglio do AICIFc-NP.

Objetivo da Pesquisa:

Primério:

Avaliar a taxa de resposta patolégica completa da TFD + AICIFc-NP no tratamento pré-opsratério do
carcinoma basocslular superficial.

Secundério:

Enderego: Faculdade do Clindas da Sadde - Campus Darcy Rbeiro

Balrro: Asa Norie CEP: 70.910900
UE: DE Municiplo: BRASILIA
Telefone: (51)3107-1947 Fax: (61)3307.3799 E-mall: capis@unb.br

Pagira 01 de 00
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO

FACULDADE DE CIENCIAS DA

SAUDE DA UNIVERSIDADE DE %"ﬁ e

BRASILIA - CEP/FS-UNB

Contiruaglio do Parecer: 771.304

Definir a melhor dossalresposta, conaiderando concentragdes de 2.5 uM, 5 uM & 10 uM, bem como identificar
efsitos adveraos do tratamento relacionados & toxicidads.

Avaliagao doe Riscos e Bensficios:

Riscos:

Toxidade Local: avaliada pelas varidveis eritema, edema, dor, ulceragio, aumento da temperatura no local
da lesfo e formigamento apée a aplicagiio da AICIFc-NP+ TFD. Os sintomas locais de eritema, edema &
ulcsragio serdo avaliados por meio de colorimstria, obedscsndo a uma eascala de avaliagiode 0a 5. A
varifvel dor ser& avaliada por escala visual-analégica (EVA). em que a quantificagdo desss sintoma
subjetivo serd descrita pelo paciente em tabsla com sacalonamsento numeral de 0 a 10, onde zero
repressnta nenhuma dor & dez a pior dor possivel. O pacients també&m dever& descrever a qualidade da dor
experimentada, considerando os descritores dlgicos relacionados ao tegumento, isto &: ardor, queimagio,
formigamento, ferroada e pulsétil.

Toxicidade sistémica: avaliada com bass em resultados de sxames laboratoriais, na sintomatologia clinica.
Serfio avaliados os sintomas: nfuseas, vimitos, csfaléia, fakta de ar, palpitagfo, dor articular, tonteira,
artralgia, mialgia, zumbido auditivo & febre (temperatura axilar supsrior a 37,5 C).

Bensficios:

Possibilidads de demonstragiio histopatoldgica de auséncia total da neoplasia em um mée apde a aplicagio
AICIFc-NP.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Espera-se que os dados obtidos apontem novos protocolos farmacoldgicoe de tratamento do carcinoma
basocslular superficial.

Coneideragoes sobre oz Termos de apresentagdo obrigatoria:

Documentos analisados para ests parecsr:

Verafio de TCLE, "TCLE-2.doc”, postado em 10/08/2014; &
*PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_209412 pdf*, postado em 19/08/2014.
Recomendagoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Todas as pendéncias foram atendidas.

O projsto sncontra-es em acordo com a Res. CNS 466/2012.

Situagao do Parecer:
Aprovado
Enderego: Faculdade do Clindlas da Saide - Campus Darcy Rbeiro
Balrro: Asa Noro CEP: 70.910-600
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telefone: (51)3107-1947 Fax: (61)33073799 E-mall: capts@unb.br

Pagira 03 de 00
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FACULDADE DE CIENCIAS DA

SAUDE DA UNIVERSIDADE DE W

BRASILIA - CEP/FS-UNB

Contiruaglio do Parecer: 771.304

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nio

Consideragoes Finaie a critério do CEP:

Lembramos que o2 relatérios de pesquisa devem ser enviados ssmesatralments, comunicando ao CEP a
ocomréncia de eventos adversos espsrados ou ndo esperados.

BRASILIA, 29 de Agosto de 2014

Assinado por:
Marie Togashi
(Coordenador)

Enderego: Faculdade do Clincias da Satde - Campus Darcy Ribeiro

Balrro: Asa Norie CEP: 70.910-900

UF: DF Municiplo: BRASILIA

Telefone: (51)3107-1947 Fax: (6133073799 E-mall: copts@unb.br
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Pigmentary phototype
(Fitzpatrick scale)

UVsensitive, UVresistant,
UVphenotype Burn rather than tan Tan; neverburn

Apud D’Orazio J et als [102].




