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Avaliacao da acao de creme contendo
fotoliase em lipossomas e filtro solar FPS
100 na queratose actinica da face: estudo
clinico, dermatoscépico e por microscopia
confocal

Evaluation of the effects of a cream containing liposome-encap-
sulated photolyase and SPF 100 sunscreen on facial actinic
keratosis: clinical, dermoscopic, and confocal microscopy based
analysis

RESUMO

Introducdo: A exposicio cronica a radiacio ultra-violeta ¢ a causa primaria de carcinomas
de pele. A queratose actinica é considerada uma lesio precursora. A aplica¢io topica da
fotoliase mostrou eficiéncia com remocio de 40-45% dos dimeros formados pela radiacio
ultra-violeta, diferindo da fotoprotecio convencional pela habilidade de reparar um dano
ja estabelecido a0 DNA celular. A microscopia confocal é um recurso para visualiza¢io in
vivo das alteracdes cutaneas.

Objetivo: Avaliar a acio da aplica¢io de creme contendo fotoliase associado ao filtro solar
FPS 100 no dano actinico e queratoses actinicas na face utilizando a dermatoscopia e a
microscopia confocal como parametros de avaliacio.

Métodos: Ensaio clinico longitudinal observacional em 17 lesdes de queratoses actinicas.
Foi realizada dermatoscopia e microscopia confocal antes da aplicacio do creme e apds 120
dias. As imagens foram comparadas.

Resultados: Das 14 queratoses actinicas grau I, 9 apresentaram melhora clinica e derma-
toscopica, 3 permaneceram inalteradas e 1 evoluiu para queratose actinica grau II. A
microscopia confocal mostrou reducio das escamas e melhora da arquitetura epidérmica
nas 5 queratoses actinicas grau I. As 3 queratoses actinicas grau II documentadas nio apre-
sentaram melhora.

Conclusdes: A aplicagio da fotoliase em creme com filtro promove fotoprote¢io e reparo
ao DNA. A microscopia confocal é uma arma Gtil no monitoramento do tratamento de
queratoses actinicas.

Palavras-chave: ceratose actinica; microscopia confocal; dermatoscopia.

ABSTRACT

Introduction: Chronic exposure to ultraviolet radiation is the primary cause of skin carcinomas. Actinic
keratosis is considered a precursor lesion. Topical application of photolyase showed effectiveness with the
removal of 40-45% of the dimers formed by ultraviolet radiation, contrasting with conventional pho-
toprotection for its ability to repair already damaged cellular DNA. Confocal microscopy is used for
the in vivo visualization of skin alterations.

Objective: 1o evaluate the effects of the cream containing photolyase and SPF 100 sunscreen on facial
actinic damage and keratoses, using dermoscopy and confocal microscopy as evaluation parameters.
Methods: Observational longitudinal clinical trial in 17 actinic keratosis lesions. Dermatoscopy and confocal
microscopy were carried out before applying the cream and 120 days after, with comparison of the images.
Results: Of the 14 Grade I actinic keratoses, nine showed clinical and dermoscopic improvement,
three remained unchanged and one progressed to Grade II actinic keratosis. Confocal microscopy sho-
wed a reduction of scales and improvement in the epidermal architecture in the five Grade I actinic
keratoses. The three Grade II actinic keratoses analyzed did not show improvement.

Conclusions: The application of photolyase in cream with sunscreen promotes photoprotection and
DNA repair. Confocal microscopy is a useful tool for monitoring the treatment of actinic keratoses.
Keywords: keratosis, actinic; microscopy, confocal; dermoscopy.
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INTRODUGAO

A exposi¢io cronica a radiagio ultra-violeta (UV) ¢é a
causa primaria de carcinomas de pele, sendo a queratose actinica
(QA) considerada uma lesdo precursora do carcinoma espinoce-
lular (CEC). A QA ¢ um dos diagnésticos dermatologicos mais
comuns e afeta um namero estimado de 58 milhoes de pessoas
nos Estados Unidos."” Na Australia acomete cerca de 40 a 50%
dos individuos acima de 40 anos, devido a grande proporcio de
individuos com fototipo I e II na populagio.” Estima-se que o
risco relativo de um individuo portador de QA desenvolver
CEC é de 62 10%.*

A exposi¢io excessiva 2 UV pode causar mutacdes géni-
cas no acido desoxirribonucléico (DNA) dos queratindcitos. A
absorc¢do da energia da radiacio UV pelo DNA das células epi-
dérmicas traz como efeito a producio dos dimeros de ciclobu-
tano-pirimidina e fotoprodutos pirimidina-pirimidona, evento
inicial do processo de imunossupressio, mutacio e carcinogéne-
se.” A aplicacio topica da fotoliase, enzima presente em pratica-
mente todos os seres vivos expostos a luz com exce¢io dos
mamiferos placentirios, mostrou eficiéncia com remocio de 40-
45% destes dimeros do DNA da pele humana irradiada com
UVl A fotoliase liga-se aos dimeros ciclobutano-pirimidina
(CPD:s) e a exposi¢io do complexo fotoliase-dimeros a radiagio
converte as pirimidinas dimerizadas para sua estrutura original,
combatendo este processo de carcinogénese.”® Quando associa-
da a filtro solar FPS 100 traz um incremento a fotoprote¢io
convencional pela possibilidade de reparar o dano ja estabeleci-
do no DNA celular.

A classificagio da QA, baseada em critérios clinicos e
dermatoscopicos, divide a QA em grau I e grau II (Tabela 1),
sendo a QA grau II a que apresenta maior risco de evoluc¢io para
CEC.” Em alguns pacientes observam-se maltiplas lesdes de QA
e, nestes casos, o conceito de campo de cancerizagio pode ser
utilizado. Trata-se de regiio contendo anormalidades pré-neo-
plasicas subclinicas e multifocais com muta¢des genéticas que
poderio constituir a sede de novos tumores primarios ¢ de
recorréncia local.'""?

Nos dltimos anos, tem aumentado o interesse para
desenvolver exames de diagnostico nio-invasivos para detectar
nio apenas lesdes clinicamente suspeitas de QAs, mas também
para detectar e definir as lesdes subclinicas, que também devem

ser tratadas.'™”

A microscopia confocal in vivo é um recurso
para visualizacio “in vivo” das alteracdes cutaneas e que pode ser

usado também para acompanhar tratamentos. Os principais cri-
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térios diagndsticos da QA na microscopia confocal sio: hiper-
queratose irregular, pleomorfismo e aumento nuclear epidérmi-
co e desarranjo arquitetural."*"*

O objetivo deste estudo foi avaliar a acio da aplicagio de
creme contendo fotoliase em lipossomas associado ao filtro solar
FPS 100 em pacientes com dano actinico e QA na face utilizan-
do como pardmetro de avalia¢io a dermatoscopia e a microsco-
pia confocal (MC) in vivo.

METODOS

Trata-se de ensaio clinico longitudinal e observacional
realizado no Departamento de Dermatologia da Faculdade de
Medicina do ABC.

Foram estudados prospectivamente 14 pacientes, sendo 8
homens e 6 mulheres, com idade entre 45 ¢ 65 anos, portadores
de QAs grau I e grau II e outros sinais cutaneos de dano actinico
cronico na face.

Os pacientes selecionados e que concordaram em parti-
cipar do estudo, foram voluntarios do ambulatério de dermato-
logia e apds a explicagio detalhada sobre os objetivos do estudo,
a forma que iriam colaborar e o esclarecimento das davidas,
assinaram o termo de consentimento para a realizacio da pes-
quisa, que transcorreu alinhada aos principios éticos da boa pra-
tica clinica.

Os critérios de inclusio adotados foram: idade entre 45 e
85 anos, capacidade de compreensio do método a ser utilizado,
concordancia em participar do projeto, presenca de QAs grau I
ou II associadas ou nio a outros sinais cutaneos de dano actinico
cronico.

Foram critérios de exclusdo: incapacidade de compreen-
der o método a ser utilizado, gravidez, amamentacio, doengas
neurologicas e psiquiatricas, doencas fotossensibilizantes, porta-
dores de colagenoses como lapus eritematoso, uso de medica-
mentos fotossensibilizantes ou imunossupressores, suspeita clini-
ca de cancer de pele e lesdes na face compativeis com doencas
infecto-contagiosa em atividade.

Apds a selecio das lesdes de QAs por paciente, foi reali-
zada a documentacio através de fotografia clinica, dermatosco-
pia Optica com dermatoscopio de luz polarizada (DermlLite
FOTO System, USA) e MC in vivo (VivaScope 1500, Mavig
VivaScope Systems, Munich, Alemanha ).

A area avaliada pela MC foi de 8 mm? onde metade da
area analisada apresentava a QA parcial ou em sua totalidade ou

TABELA 1: CLASSIFICAGAO DA QUERATOSE ACTINICA

Queratose Actinica Grau 1

Queratose Actinica Grau 2

Lesdo plana, résea, em dreas de fotodano, aspera.
Pseudo rede pigmentar vermelha (padrdo em morango).

Escamacdo lamelar.

Papula ou placa résea ou eritematosa, com escama e enduracao.
Padrdo estrelado (starburst) vermelho.
Vasos em pontos ou glomerulares.

Descamagao amarela opaca.

Adaptado de Zalaudek e cols. °
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e a outra metade, a regido perilesional.

Os pacientes foram orientados a realizar aplica¢des dia-
rias do creme contendo fotoliase em lipossomas e filtro solar
FPS 100 (Eryfotona®-AK-NMSC, ISDIN Produtos
Farmacéuticos LTDA, Sio Paulo, Brasil) seguindo as recomen-
dacdes de um folheto explicativo. Os pacientes foram seguidos a
cada 30 dias em consulta dermatologica e apds 120 dias foi rea-
lizada nova documentacio fotografica clinica, dermatoscopica e
pela MC in vivo.

As imagens obtidas antes e 120 dias ap6s o inicio do tra-
tamento foram comparadas e a avaliagio da respostas nas QAs foi
realizada a partir das imagens dermatoscopicas de luz polarizada
e da MC.

Dezessete lesdes de QA, 14 grau I e 3 grau II, foram
documentadas com fotografias clinicas e dermatoscopicas antes
e apds 120 dias do uso de creme contendo fotoliase em liposso-
mas e filtro solar FPS 100, sendo 8 destas lesdes estudadas pela
MC in vivo.

RESULTADOS

Das quatorze QAs grau I, nove apresentaram melhora
clinica e dermatoscopica com diminui¢io do eritema e da des-
camacio, (Figura 1) trés permaneceram inalteradas e uma lesio
evoluiu para QA grau II.

Todas as trés QA grau II nio manifestaram melhora cli-
nica e dermatoscopica apds 120 dias de uso do creme. (Figura 2)

No exame de MC das oito lesdes, cinco eram de QAs
grau | e trés de QAs grau II. Todos os pacientes com QA grau |
apresentaram reducio das escamas e melhora do padrio arquite-
tural epidérmico nos exames. Os trés pacientes de QA grau II
ndo apresentam mudangas 3 MC ap6s os 120 dias do uso da
medicacio. (Figuras 1 e 2)

DISCUSSAO

Os fatores de risco que contribuem para o desenvolvi-
mento dos canceres de pele nio melanoma sio bem conhecidos
e incluem principalmente raca, idade, género, exposi¢io cronica
a agentes mutagénicos quimicos e fisicos (radiacio UV), além de
fatores genéticos. A exposi¢io excessiva a radiagio UV, em espe-
cial ao ultravioleta tipo B (UVB), estd associada ao aumento do
risco para o desenvolvimento dos canceres cutaneos incluindo o
carcinoma basocelular e CEC, pois pode causar muta¢des génicas
no DNA dos queratinécitos. A falha no reparo dessas alteragdes
génicas pode levar a crescimento celular desordenado e formagio
do cancer. Além disso, a radiacio UV tem grande efeito sobre o
sistema imune cutaneo, induzindo a um estado de imunossupres-
sdo local que impede a rejei¢io do tumor em formacio.

As mutacdes que ocorrem no gene que codifica a p53,
importante gene de supressio tumoral, estio diretamente rela-
cionadas a0 desenvolvimento do cancer de pele, sendo a radia-
¢io UV a sua causa primaria. Altos niveis de p53 (evidenciado
pela imunohistoquimica) devido a mutagdes e aumento da
expressdo génica podem ser considerados como marcador bio-
loégico do dano actinico e do campo de cancerizagio.”

A fotoliase é uma enzima pertencente a familia das flavo-
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FiGURA 1: Imagens clinicas (seta vermelha) de queratose actinica grau 1
antes e apo6s 120 dias de uso de creme contendo fotoliase em lipossomas
e filtro solar FPS 100 (A e B). Compara¢do dermatoscdpica da lesdo de
queratose actinica grau 1: observa-se melhora das escamas e do eritema
(C e D). Comparagao microscopia confocal: observa-se redugdo das esca-
mas e melhora da arquitetura epidérmica (E e F).

proteinas, sendo constituida por 400-600 aminoacidos. Tem uma
estrutura essencialmente globular. A enzima estd presente em
seres procariotas e certos eucariotas, incluindo peixes e marsu-
piais, entretanto estd ausente em seres humanos e mamiferos pla-
centarios. Essas enzimas sio produzidas por tecnologia genética
recombinante e¢/ou extracio de bactérias e algas sendo entio
encapsuladas em lipossomas multilamelares. Os Photosomes®
sdo lipossomos que contém a fotoliase biologicamente ativa pre-
parada a partir de culturas de Anacystis nidulans (alga unicelu-
lar). O componente lipossomal é constituido de lipideos do ovo,
fosfatidilcolina, acido oléico e colesterol.”"”

Os dois principais tipos de dano no DNA sio a formagio
dos dimeros ciclobutano-pirimidina (CPDs) e fotoprodutos
pirimidina-pirimidona (6-4PPs). Estes fotoprodutos interferem
nos processos de replicacdo e transcri¢io celular com redu¢io na
sintese do RINA, lentificam a progressio do ciclo celular e
podem resultar em apoptose. A formacio dos dimeros tem fun-
damental importancia no processo de carcinogénese: promovem
muta¢des em genes supressores de tumores e contribuem para a
imunossupressio cutanea (permitindo o crescimento desordena-
do das células transformadas).”*



Fotoliase em queratoses actinicas

FIGURA 2: Imagens clinicas (seta vermelha) de queratose actinica grau 2
antes e apds 120 dias de uso de creme contendo fotoliase em lipossomas
e filtro solar FPS 100 (A e B). Comparacdo dermatoscépica da lesdo de
queratose actinica grau 2: padrdo estrelado (starburst) vermelho inaltera-
do (C e D). Comparagdo microscopia confocal: permanéncia das escamase
do desarranjo arquitetural epidérmico (E e F).

Como prote¢do para prevenir os eventos adversos da
radiacio UV na pele os seres humanos contam com um sistema
de reparo (reparo e excisio de nucleotideos — NER) que prote-
ge o genoma e remove as lesdes do DNA. Em adi¢do ao sistema
de reparo (NER), alguns sistemas bioldgicos, exceto de mamife-
ros placentarios, utilizam a fotoliase para remover de maneira
efetiva os dimeros de ciclobutano-pirimidina. A fotoliase liga-se
aos dimeros ciclobutano-pirimidina (CPDs) e a exposi¢io do
complexo fotoliase-dimeros a radiacio (300-500nm) converte as
pirimidinas dimerizadas para sua estrutura original (forma
monomérica). O processo conhecido como fotoreativa¢io
envolve, portanto, duas etapas criticas: a ligacdo da enzima com
os dimeros (CPDs) que independe da luz, e uma segunda etapa
quando o processo de catdlise tem inicio com a utilizacio de um
féton de luz azul como substrato resultando no reparo dos
CPDs.* A aplicagio topica da fotoliase mostrou grande eficiéncia
com remogio de 40-45% dos dimeros ciclobutano-pirimidina
presentes em pele humana irradiada com UVB, imediatamente
ap6s a fotoreativagio. Além disso, restabeleceu a expressio de
moléculas de adesio (ICAM 1) que tem papel fundamental na
manutencio da resposta imune na pele apds radiagio UVB.

229

Outro beneficio adicional é que ao reverter os CPDs, a fotoliase
previne a saturagio dos sistemas de reparo natural e potencializa
o mecanismo de reparo-excisio do nucleotideo.’

A aplica¢io da fotoliase exdgena difere da fotoprotecio
convencional pela habilidade de reparar um dano ja estabelecido
ao DNA celular. Representa uma estratégia inovadora que pro-
move fotoprote¢io convencional e reparo ao DNA em um
mesmo produto. Nos pacientes do atual estudo, houve uma
melhora importante das lesdes de QAs grau 1 e do fotodano apds
120 dias do uso do medicamento. O medicamento provou atuar
diretamente no campo de canceriza¢io, hoje motivo de muitos
estudados por ser uma regido que deve ser tratada para prevencio
na formacio de novas QAs e do cancer de pele nio melanoma.

Hoje a QA é considerada um CEC in sifu incipiente que
se desenvolve num processo que envolve varias etapas, onde a
radiacdo UV leva a formagio de um campo cancerizavel, forma-
¢io de QAs e que culmina com o aparecimento do CEC."**
Frequentemente o CEC e a QA sio lesdes contiguas. Em estudo
de mais de 1000 CECs avaliados em areas expostas ao sol, cerca
de 100% das lesdes apresentavam alteragdes histologicas compati-
veis com QAs na sua periferia.”” Desta forma, além de ser lesio
precursora do cancer de pele nio melanoma, a QA também é
considerada marcador de risco para o desenvolvimento deste
grupo de neoplasias. Devido a este fato, é cada vez mais impor-
tante o desenvolvimento de novas tecnologias e produtos que tra-
tem também as lesdes pré-neoplasicas, além da conscientizacio da
populacio em relacio ao uso do filtro solar. Este produto apresen-
tou a vantagem de associar um filtro solar FPS 100 a um medica-
mento que pode inibir alguns fatores de carcinogénese.

As novas tecnologias nio invasivas que tém auxiliado no
diagnostico destas lesdes de pele sio o exame de dermatoscopia
e, recentemente, o exame de MC in vivo. Esses exames sio
importantes nio apenas para detectar lesdes clinicamente suspei-
tas de QAs ou CECs, mas também para detectar e definir as
lesdes subclinicas do campo de cancerizagio e acompanhar o
tratamento proposto.

Em rela¢io ao exame de dermatoscopia, existem poucos
estudos sobre as caracteristicas deste exame em lesdes de QA. A
caracteristica mais descrita na lesdo inicial da QA ¢ o padrio em
pseudo-rede pigmentar vermelha (“padrio vascular em moran-
g0”).” Conforme a lesio progride para carcinoma intra-epitelial
desenvolve um padrio denominado “starburst vermelho”, além
de apresentar escamas amarelo-opacas difusas. Conforme a lesdo
vai se transformando para CEC aumenta a neovascularizacio,
desenvolvendo vasos agrupados pontilhados ou glomerulares e
por fim lineares e irregulares, além disso as escamas vio se tor-
nando mais espessas e ¢ comum a presenca de ulceragdes.” No
estudo atual foi possivel analisar estes padrdes. Os pacientes com
presenca do padrio em pseudo-rede pigmentar vermelha e com
presenca de escamacdo lamelar apresentaram uma melhora no
exame de dermatoscopia apds 120 dias do uso do medicamento.
Ja os pacientes com queratoses actinicas grau 2, com padrio em
“starburst vermelho” nio apresentaram melhora tio significativa
pelo exame de dermatoscopia apds o uso do medicamento por
apenas 120 dias.

Surg Cosmet Dermatol 2014;6(3):226-31.
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A MC in vivo surgiu como potencial recurso para estudar
alteracdes cutaneas epidérmicas. Isto porque permite a visualiza-
¢do in vivo de forma nio invasiva das camadas superficiais da pele,
a partir de imagens elaboradas pelos diferentes indices de reflexido
da luz das estruturas cutineas com resoluc¢io microscopica seme-
lhante a histolopatologia convencional."**** Desta forma, a MC
também pode ser utilizada para diagnostico da QA com sensibi-
lidade e especificidade de 98%." Hoje ela pode ser considerada
um método nio invasivo para o diagndstico e acompanhamento
da QA e também do campo de cancerizagio.”

Os achados das lesdes de QA a MC incluem hiperque-
ratose irregular com paraqueratose, desarranjo arquitetural, e
aumento dos nacleos das células da epiderme com pleomorfis-
mo. O padrio de desarranjo arquitetural nio envolve toda a
espessura da epiderme nos casos da QA. As imagens da QA tam-
bém podem apresentar espessas bandas refriteis na derme cor-
respondendo a elastose solar.'*'>2*

O maior fator limitante da MC ¢é a pouca profundidade
que o comprimento de onda do aparelho atinge na pele, impe-
dindo a visualiza¢io precisa da juncio dermoepidérmica nas

** apds estuda-

lesdes hiperqueratéticas. Ulrich e colaboradores,
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