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Rezumat

Terapia fotodinamicd (PDT) presupune interactia
dintre un fotosensibilizator (acid 5 aminolevulinic-ALA,
sau methilaminolevulinat-MAL), tesutul activat de
fotosensibilizator si lumind. In diverse aplicatii clinice ale
PDT s-au utilizat numerosi /otosensibilizutori, precum si
surse de lumind coerentd (lasere) si necoerentd (LED,
lampi). PDT poate fi o optiune terapeuticd la pacienfi cu
forme de psoriazis localizat, rezistente la terapiile
conventionale, ce nu necesitda/sau nu vor terapii sistemice.
Scopul acestui studiu a fost cuantificarea efectelor in vivo
ale terapiei ALA-PDT, la pacienti cu forma localizatd de
psoriazis vulgar, pe culturi de keratinocite obtinute inainte
si dupd terapia ALA-PDT, monitorizand proliferarea si
Zpoptoza cheratinocitelor. 10 pacienti cu virste intre 20-58

e ani au fost introdusi in studiu, dintre care 4 de sex
feminin si 6 de sex masculin. Culturile de keratinocite
umane au fost obtinute la 3 zile anterior terapiei ALA-PDT
si la 3 zile dupd terapie (10% ALA, la 2 ore de incubare,
expunere la lampa OMNILUX 20 J/cm?, 16 min, 4 sedinte
la interval de 7 zile). Proliferarea celulard a fost evaluatd
indirect prin determinarea oxidazei intracelulare -
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation kit
(Promega) (Technical Bulletin #TB112). Apoptoza a fost
evaluatd prin testul FITC_anexina si propidium iodide.
Evaluarea clinicd s-a ficut calculdnd scorurile PASI si BSA
inainte si dupd ultima sedintd ALA-PDT. Am obfinut o
reducere cu 52% a scorului PASI si 31% a scorului BSA,
fard a obfine vreo remisie completd. Reactiile adverse,
prurit, eritem, edem au fost observate doar pe suprafetele
expuse. Potentialul proliferativ al cheratinocitelor in
cultura dupd ALA-PDT este redus semnificativ iar
apoptoza (celulele An+ si An+PI+) este crescutd.

Cuvinte cheie: terapie fotodinamica, acid amino-
levulinic, psoriazis, apoptozd, proliferare keratinocitard.

Summary

Topical ~ photodynamic  therapy (PDT) involves
application of a photosensitizer (5-aminolevulinic acid - ALA
or methyl aminolevulinate — MAL) followed by its activation
by wvisible light. A wide range of photosensitizer and both
coherent (lasers) and non-coherent (lamps and LEDs) light
sources have been used to perform PDT on the specific
application. PDT may offer a treatment alternative for patients
with resistant psoriasis, who do not require or want systemic
therapies and have localized psoriasis. The aim of the study
was to evaluate the in vivo effects of PDT treatment in
psoriasis vulgaris, on cultured keratinocytes before and after
the treatment, monitoring the keratinocytes proliferation and
apoptosis. 10 patients aged between 20-58 years, 4 women and
6 men, were enrolled in the study after signing an informed
consent. Human primary keratinocyte cultures were obtained
3 days before and 3 days after ALA-PDT treatment (10%
ALA, 2 hours, light exposure ~ 600-700nm - Ommnilux™ 20
J/em2, 16 min, 4 sessions 7 days interval). Cellular
proliferation was evaluated indirectly by intracellular oxidase
determination - CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation kit (Promega) (Technical Bulletin #TB112).
Apoptosis was assessed with double labelling FITC-annexin
and propidium iodide. Clinical evaluation was performed by
calculating PASI and BSA before the first and after the last
treatment. We obtained a 52% improvement of PASI and a
31% BSA reduction, with no total clinical remission. Adverse
events were observed only on exposed site. Proliferative
potential after ALA-PDT is markly reduced and apoptosis is
increased (An+ cells and An+PlI+ cells).

Key words: photodynamic therapy, aminolevulinic
acid, psoriasis, apoptosis, keratinocytes proliferation.
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Introducere

Terapia fotodinamicd in dermatologie

Terapia fotodinamica (phodynamic therapy -
PDT) consta in combinarea unui agent foto-
sensibilizant si a luminii vizibile in vederea
distrugerii selective a celulelor tumorale sau a
tesuturilor proliferative. Substantele fotosensi-
bilizante pot fi porfirine, chlorine, ftalocianine
sau precursori de tipul acidului 5-aminolevulinic
(5-ALA) si derivati ai sdi. Sub actiunea luminii cu
lungime de undd adecvatd, substanta fotosensi-
bilizanta decade din starea stabild eliberand astfel
compusi toxici, In special specii reactive de
oxigen, care distrug cu precddere tesutul bolnav.
Acumularea selectivd a substantei fotoactive in
celulele tintd se explicd prin mai multe
mecanisme: transport membranar aberant,
activitate crescutd a enzimelor din ciclul de
sintezd al hem, biodisponibilitatea fierului,
proprietati ale stratului cornos, penetrare si
distributie tisulara variabild. In dermatologie, se
preferd terapia topicd cu substantd care
penetreazd usor stratul cornos si se acumuleaza
preferential in tegument. Cei mai utilizati
compusi aprobati pentru PDT in multe téri, sunt
acidul 5-aminolevulinic (ALA) si derivatul sdu
metilat (metil-aminolevulinat). 5-ALA a fost
introdus din anul 1982 si folosit cu succes in
tratarea tumorilor cutanate. ALA induce sinteza
de protoporfirina IX (PpIX) in celulele incarcate
cu acest compus (11). Sursele de lumina utilizate
pentru activarea compusilor fotosensibilizanti
pot fi sursele de lumind coerenta (lasere) sau de
lumind non-coerentd (ldampi si LED). Lumina
albastra realizeazd o penetrare superficiald, pe
cand cea rosie una mai profundd, permitand
astfel o diversitate a aplicatiilor terapeutice (5).
Fotodistrugerea se realizeazd prin doua tipuri de
mecanisme - un mecanism direct care determina
deteriorarea celulard ireversibild (apoptozd sau
necrozd) si un mecanism indirect care afecteaza
componentele vasculare si ale sistemului imun.

In prezent PDT cu 5-ALA este aprobati pe
scard largd pentru tratamentul keratozelor
actinice, epiteliomului bazocelular superficial si
al bolii Bowen. Rezultate promitdtoare s-au
obtinut si in tratamentul altor dermatoze:
psoriazis vulgar, sarcoidoza, sclerodermie loca-
lizatd, acnee vulgard, condyloma acuminatum,

veruci vulgare, epidermodysplasia verruciformis,
precum si in procedee de reintinerire cutanata (1).

PDT in tratamentul psoriazisului vulgar

Psoriazisul este o afectiune cutanatd cronica,
neinfectioasd, care prezintd o componentd
inflamatorie si proliferativa si este determinata
genetic. Rdspandirea acestei maladii este largd, cu
o incidentd la nivelul intregului glob intre 1,5 si
4%. Fiziopatologic, caracteristice leziunii sunt
hiperproliferarea si diferentierea anormald a
keratinocitelor, infiltratul inflamator insotit de
modificari la nivelul vascularizatiei cutanate.
Bazele moleculare ale patogeniei psoriazisului nu
sunt elucidate in totalitate. Studiile realizate pe
familii si gemeni monozigoti au confirmat
implicarea componentei genetice In etiopatogenia
psoriazisului. Totusi, pentru ca boala sa se
exprime, este nevoie de prezenta unor factori
trigger (cum ar fi infectii, medicamente, stress,
traumatism fizic asupra pielii). Actual, pso-
riazisul este considerat o boald cu determinism
plurifactorial, care pentru a se exprima clinic
necesitd prezenta unor factori genetici si de
mediu.

Boala are evolutie cronica, cu afectarea
importantd a calitdtii vietii. Impactul asupra
starii de sdnatate este unul major, din aceasta
cauzd un arsenal de optiuni terapeutice este
adoptat pentru majoritatea pacientilor. Optiunile
terapeutice cuprind tratamentul topic keratolitic,
emolient, reductor, sistemic imunomodulator,
fototerapie, pand la noile terapii biologice cu
rezultate bune, dar care sunt costisitoare si uneori
sunt urmate de recdderi la Intreruperea
tratamentului.

Experienta actuald acumulata pe plan
mondial recomandd PDT ca metodd alternativa
de tratament in psoriazisul vulgar, rezervatd in
special cazurilor rezistente la terapie, care nu
necesitd, nu doresc sau nu pot urma tratament
sistemic (7). In ce priveste modul de actiune,
Bissonnette et al. (2) au demonstrat inducerea
apoptozei limfocitelor T in unele pldci de
psoriazis dupa PDT cu ALA administrat oral.
Fransson si Ros (6) au remarcat normalizarea
markerilor de proliferare si diferentiere, inclusiv
citokeratina 16 si filagrina, in keratinocitele de la
nivelul placilor de psoriazis dupa 2- 5 tratamente
PDT cu ALA topic. Populatiile limfocitare
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dermale CD4(+) si CD8(+) au fost de asemenea in
scidere substantiald. In ce priveste modul de
aplicare al PDT 1in psoriazis, ALA topic pare mai
sigur decat ALA sistemic, cu efecte adverse
limitate la locul de aplicare: eritem, senzatie de
arsurd si prurit in primele 72 de ore dupa
aplicare. Este necesard decaparea prealabild a
leziunilor cu scuamé groasd (3). Robinson et al.
(14) propunea regimul terapeutic cu sedinte
repetate, de energie mai scazutd — 2-8 j/ cm?.
Radakovic-Fijan et al (12) au evaluat comparativ
trei protocoale terapeutice cu ALA topic si
iradiere cu lumind 600-740 nm cu fluente diferite
in trei loturi de studiu (5, 10 si 20 j/cm?). Dupa
sedinte repetate (de 3 ori pe sdptdmand, in total 12
sedinte sau mai putine in caz de disparitie a
leziunilor), PSI (psoriasis severity index) a aratat
o scidere de 59% in grupul cu 20 j/cm?, fatd de
49% respectiv 46% in grupurile cu 10 j/cm? si
5j/cm?. Diferenta de eficacitate a fost semnificativ
statistic mai mare in grupul cu 20 j/cm?.

Obiectivul studiului

Terapia fotodinamicd reprezintd o optiune
promitdtoare in psoriazis, cu putine reactii
adverse (reprezentate In principal de eritem si
senzatie de arsura locald) si mai putin costisitoare
in comparatie cu terapia biologicd, dar care
necesitd In continuare evaludri privind meca-
nismele de actiune, protocoalele de aplicare si
cunatificarea eficacititii. In acest sens am realizat
un studiu care a urmadrit cuantificarea efectelor
clinice ale terapiei fotodinamice asupra paci-
entilor cu psoriazis vulgar, forma sporadica
localizatd, precum si a efectelor in model
experimental utilizdnd culturi primare de kera-
tinocite obtinute de la pacientii luati in studiu,
evaluandu-se potentialul apoptotic si proliferativ
inainte si dupa instituirea PDT.

Material si metoda

S-au selectat pacienti cu psoriazis vulgar
forma in placi. Criterii de includere in studiu:
adulti cu varste intre 18-60 ani, cu psoriazis
vulgar, forma in pldci; diagnosticul de psoriazis
sd fie confirmat prin examen histo-patologic; scor
PASI < 8, BSA (body surface area) 10-20% (fard a
lua In considerare leziunile de la nivelul capului);
esec la cel putin alte doua metode terapeutice;
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fard alte tratamente in ultimile 3 luni (cu exceptia
keratoliticelor si emolientelor, a caror utilizare a
fost incurajatd); fara patologie asociatd care sd
contraindice PDT.

Pe baza criteriilor de includere, dintre
pacientii Clinicii Dermatologie II, Spitalul Clinic
Colentina, in perioada ianuarie 2007 - noiembrie
2007, s-a selectat un lot de 10 pacienti, cu
urmdétoarele caracteristici: 6 barbati si 4 femei;
varste cuprinse Intre 20 si 58 de ani.

Lotul de pacienti constituit a fost tratat
printr-un protocol de terapie ALA-PDT dupa
cum urmeazd: s-a utilizat ALA 10% topic la
nivelul tuturor leziunilor cu exceptia fetei, timp
de incubare de 2 ore, apoi expunere la radiatie
luminoasa ~ 600-700nm (Omnilux™ la o fluenta
de 20 J/cm? 16 min tratament, 4 sedinte de
tratament la interval de 7 zile.

La 6 pacienti s-au recoltat biopsii cutanate, de
la nivelul unei leziuni tintd in prealabil alese,
localizata preferabil la nivelul brate sau antebrate,
inainte si la 3 zile dupa ultima sedintd de terapie.
Keratinocitele umane au fost izolate din biopsii de
3-6mm? inainte si dupa aplicarea terapiei, dupa
un protocol adaptat utilizdnd 5 metodologii
(4,8,9,10,13). Pentru testarea viabilitatii celulelor
separate din biopsii s-a utilizat kitul CytoTox 96®
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Technical
Bulletin #TB163, Promega). De asemenea in
paralel s-a utilizat pentru testarea viabilit&tii testul
excluziei cu Tripan blue. Pentru a decela
capacitatea proliferativa a keratinocitelor cultivate
s-a utilizat un test indirect de cuantificare a
oxidazelor intracelulare, prin testul reducerii sarii
de MTS, CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation kit (Promega) (Technical Bulletin
#IB112), test care cuantificd activitatea proli-
ferativd prin cuantificarea numadrului de celule
viabile din cultura celulard respectiva. Evaluarea
proceselor apoptotice timpurii s-a realizat cu
sistemul Annexin V-FITC Apoptosis Detection kit I
(BD Pharmingen). Pentru a diferentia stadiile
apoptozei si necrozei, se utilizeaza in acelasi
sistem de detectie anexina V-FITC (Ann) si iodura
de propodiu (PI) care este un colorant vital celular.
Astfel celulele vii sunt dublu negative (Ann-/PI-),
celulele aflate iIn apoptoza timpurie sunt
Ann+/PI-, iar celulele care sunt in apoptoza tarzie
sau moarte sunt dublu pozitive (Ann+/PI+).
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Fig. 1. Pacient VD, leziuni coate inainte de PDT

Fig. 3. Pacient VP la 5 zile dupd a treia sedintd PDT

Evaluarea clinicd a pacientilor s-a facut initial
si la 1-3 zile dupd fiecare sedinta PDT, prin
calcularea PASI si BSA.

Rezultate

Se vor discuta doud categorii de rezultate:
raspunsul terapeutic la ALA-PDT, cuantificat
clinic prin efectele asupra PASI si BSA; efectele
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Fig. 2. Pacient VD, leziuni coate la 48 h
dupd prima sedintd PDT

PDT la nivel celular, reflectate prin modi-
ficarea potentialului proliferativ si apoptotic
al keratinocitelor cultivate de la nivelul
leziunilor de psoriazis, martori ai mecanis-
melor prin care ALA-PDT isi exercitd efectul
terapeutic.

Detaliem pozele inainte si dupé terapia ALA-
PDT la 2 din pacientii cu psoriazis vulgar, forma
sporadica localizata.

Dupéd cele 4 sedinte ALA-PDT, PASI s-a
imbunatatit in medie cu 52%, iar BSA s-a redus in
medie cu 31%. La niciun pacient nu s-a inregistrat
remisiune totald. Unul dintre pacientii aflati in
studiu nu a tolerat tratamentul din cauza
senzatiei de arsurd intensd si a eritemului,
efectudnd numai prima sedintd de terapie. Un
grad de eritem postterapeutic si senzatie de
arsurd a fost inregistrat la toti pacientii, dar nu
s-au inregistrat alte reactii adverse.

Capacitatea proliferativd a keratinocitelor
primare post ALA-PDT este evident mai scazuta
fata de keratinocitele din leziunile initiale (con-
trol). Dupéd 7-8 zile de la izolarea keratinocitelor
din biopsiile cutanate supuse tratamentului,
keratinocitele primare isi pierd capacitatea
proliferativa si nu mai pot fi mentinute in cultura.
Determindrile functionale au fost realizate in
primele 72-96 h de la izolare.




o7

0.6

05

index

04

0.3

0.2

0.1

e J
Capacitatea proliferativd a keratinocitelor izolate din biopsii
cutanate supuse terapiei ALA-PDT

Gradul de apoptoza al culturilor celulare
dupd terapia cu ALA-PDT este modificat fatd de
control. Astfel, se constatd o crestere marcantd a
procentului de celule An+ (apoptoza timpurie) si
An+PI+ (apoptoza tarzie sau necrozd).

Familia de fotosensibilizatori testatda (ALA),
nu interferd cu activitatea topoizomerazelor I si II,
enzime implicate In replicarea ADN. Este posibil
ca efectele inregistrate privind activarea cailor de
apoptozd sd nu fie legate de efectul direct asupra
acizilor nucleici, ci sa fie declansate de mecanisme
membranare si/sau mitocondriale.
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Concluzii

Rezultatele clinice si studiile de biologie
celulard sunt convergente in sensul reco-
manddrii PDT cu ALA topic ca si metoda
terapeuticd promitdtoare in psoriazis. Indi-
catia majord o constituie cazurile cu forme
limitate, dar rezistente la tratament si cu
impact major psihosocial asupra pacientilor.
Sunt necesare studii controlate ulterioare
pentru evaluarea diverselor protocoale tera-
peutice in ce priveste eficacitatea si limitarea
efectelor adverse.

Intrat in redactie: 26 mai 2008
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