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RESUMO

Diversos fungos sdo comensais da superficie da pele e mucosas, como os tratos
gastrintestinal e geniturinario de individuos saudaveis. Contudo, a presenca de
dermatdfitos na pele ou em seus anexos, indica quadro sugestivo de micose. O nimero
limitado de antifungicos eficazes é uma preocupacdo no tratamento dessas infeccdes
fungicas. Com base no exposto, a pesquisa teve como objetivo avaliar o potencial
antifangico in vitro e in vivo, de derivados do anel aromatico de tiofénicos frente a agentes
dermatofitoses. Foram analisadas 120 amostras coletadas de 97 pacientes atendidos no
Servico de Dermatologia do Hospital das Clinicas/UFPE entre outubro de 2015 a fevereiro
de 2016. Adicionalmente, foi adquirido 21 isolados viaveis estocados na Colecdo de
Culturas URM do Departamento de Micologia da UFPE. Foi realizado teste de
sensibilidade antifangica in vitro para determinar o potencial antifUngico de quatro
derivados nitro-tiofenos (NTT-1, NTT-2, NTT-3, NTT-4). O Cetoconazol foi usado como
antifangico de referéncia. Destes, oito (8,24%) apresentaram diagnostico positivo para
dermatotifose. Foi possivel determinar concentracéo inibitéria minima (CIM) das moléculas
frente a 22 (73,33%) isolados, onde as moléculas NTT-3 e NTT-4, apresentaram maior
potencial antifingico, com CIM variando de 1.024 pg/mL a 2 pug/mL, quando comparados
ao NTT-1 e NTT-2. O NTT-3 foi a mais efetiva, sendo possivel determinar o CIM em 25
(83,33%) dos isolados, enquanto o NTT-4 foi efetivo em 22 (73,33%) dos 30 isolados
testados. Cetoconazol apresentou atividade antifingica para

22 (73,33%) isolados com CIM variando de 8 pg/mL a 0,0625ug/mL. O modelo
experimental de dermatofitose foi realizado em ratos Wistar imunossuprimidos e
infectados com Trichophyton mentagrophytes URM/5432, e posteriormente tratados com
NTT-3, alcan¢cando cura clinica e laboratorial. Diante do exposto, conclui-se que as quatro
moléculas testadas apresentaram potencial antifungico in vitro e o tiofeno selecionado
NTT-3 promoveu cura de animais infectados. Os derivados nitro-tiofenos podem se tornar

mais uma opcao terapéutica disponivel no mercado contra as dermatofitoses.

Palavras-chave: Atividade antifungica. Dermatofitose. Opc¢éao terapéutica.



ABSTRACT

Several fungi are commensal the surface of the skin and mucous membranes, such as
gastrointestinal and genitourinary tracts of healthy individuals. However, the presence of
dermatophytes in the skin and appendages is suggestive of mycoses. The limited number
of effective antifungal drugs is a concern in the treatment of these fungal infections. This
search evaluated the in vitro and in vivo antifungal activity of thiophene derivatives against
dermatophytes. We analyzed 120 biological samples collected from 97 patients attended
at the Dermatology Service of Clinical Hospital- UFPE from October 2015 to February
2016. In addition, 21 isolates stocked at URM Culture Collection were obtained. In vitro
antifungal susceptibility test was performed with four nitro-tiophenes derivatives (NTT-1,
NTT-2, NTT-3 and NTT-4). The ketoconazole was used as antifungal reference. Among all
patients, eight (8.24%) presented diagnosis for dermatophytoses. All molecules presented
minimal inhibitory concentration (MIC) against 22 (73,33%) isolates, which the NTT-3 and
NTT-4 molecules, showed more activity than NTT-1 and NTT-2, with MIC between de
1.24 pg/mL to 2 pg/mL. NTT-3 was the most effective compound with MIC determined in
25 (83.33%) isolates, while the NTT-4 was effective in 22 (73.33%) among the 30 isolates
evaluated. Ketoconazole presented antifungal activity for 22 (73.33%) isolates with MIC
between 8 pg/mL to 0,0625ug/mL. The experimental model of dermatophytosis was
performed in immunosupressed Wistar rats and infected with Trichophyton
mentagrophytes URM5432. The animals were promisingly treated with NTT-3 and
achieved total healing. On this, it is concluded that the four molecules tested had antifungal
potential in vitro and the screened thiophene NTT-3 promoted healing of infected animals.
Nitro- thiophene derivatives may become another therapeutic option available against

dermatophytoses.

Key-words: Antifungal activity. Dermatophytosis. Therapeutic option.
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1 INTRODUCAO

Os dermatéfitos sado fungos filamentosos, considerados patogénicos, pois
degradam e utilizam a queratina presentes na pele, pelo e unha como fonte de alimento
causando assim, uma infeccdo superficial conhecida como dermatofitose ou tinhas,
que pode acometer o homem, ou até mesmo outros mamiferos. Estes fungos sao
comumente classificados em trés géneros: Trichophyton, Epidermophyton e
Microsporum. H& pouco mais de 40 espécies de dermatofitos que pode afetar os seres
humanos, e muitos destes pode causar infeccdo em mais de um local no corpo. A
destribuicdo geogréfica para estes fungos variam de regido para regido, tendo diversos
fatores que influenciam no desenvolvimento da dermatofitose, tais como variacdes de
clima, fatores socioecondémicos, estilo de vida, presenca e animais domésticos e idade.
Desta forma, torna-se indispensavel o diagndéstico da dermatofitose associado a uma
terapéutica eficaz, tendo em vista o carater estético, clinico e de potencial de
transmissdo (CHIACCHIO et al., 2014; WHITE et al.,2014).

Um motivo de preocupacdo no tratamento de infec¢des fungicas € o niamero
limitado de antifungicos eficazes. Embora medicamentos como, fluocitosina e os azois
tais como cetoconazol, itraconazol ou fluconazol, sejam considerados eficazes para o
tratamento de candidiases e dermatofitoses, a maioria desses medicamentos séo
prejudiciais devido a elevada toxicidade. A maioria dos antifingicos séo fungistéticos,
e podem levam ao desenvolvimento de resisténcias devido em parte ao uso da
medicacao por longos periodos, ou até mesmo a realizacdo da administracdo desses
medicamentos por curto periodo de tempo, sem ter tido éxito total do tratamento
(SORTINO et al., 2008, ZAMPIERI et al., 2008).

Os derivados de tiofeno vem se mostrado importantes compostos sintéticos
para quimica medicinal, permitindo a obtencdo de varios compostos em diversas
aplicacdes médicas e bioldgicas (PUTEROVA, KRUTOSIKOVA e VEGH, 2009),
incluindo algumas atividades: antivirais (BONINI et al., 2004), antitumorais (FERREIRA
et al., 2009); analgésicas e antinflamatdrias (NIKOLAKOPOULOS et al., 2006) e
antiparasitarias (RAM et al.,, 1997); especialmente antibacterianas e antifingicas
(MCKAY et al., 2006; PINTO et al., 2008). Em um dos trabalhos de Mendonca-Junior
et al., (2011) foram observados que 0os compostos de tiofenos apresentaram atividade
promissora frente a Cryptococcus neoformans, e Candida
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spp. Com estudos de CADD (planejamento de farmacos auxiliado por computador),
mais tarde foi possivel conhecer informacdes estruturais e eletrbnicas importantes e
essenciais a atividade antifangica desses derivados, observando a presenca de
grupos polares como por exemplo do grupo NO2 fator importante para a

potencializa¢do da atividade antifungica (SCOTTI et al., 2012).

1.1 PROBLEMATIZACAO

A dermatofitose € micose mais prevalente na populacao que vivem em paises
tropicais, pois a elevada temperatura e umidade, baixos niveis socioeconémicos e falta
de higienizacdo adequada da populacdo sé@o os principais fatores predisponentes, e
de acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), se tratando de um problema
de saude publica. Raros estudos sugerem a realizacdo de mais pesquisas a cerca da
epidemiologia da doenca, além de estudos que tenham como objetivos novas opcdes
terapéuticas, pois os dermtéfitos vem apresentando cada vez mais resisténcias aos
limitados antifingicos disponiveis no mercado.

Através dos testes de sensibilidade in vitro e in vivo, com o intuito de se
descobrir novos farmacos, é possivel ampliar as op¢des de recurso terapéuticos que

apresentem respostas rapidas, seguras e eficazes.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial antifungico in vitro e in vivo, de derivados tiofénicos frente a

agentes etiologicos de dermatofitoses.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Coletar amostras clinicas de pacientes atendidos no Laboratério de

Pesquisas do Servico de Dermatologia/HC/UFPE;
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b) Realizar o diagnostico micolégico no Laboratério de Micologia
Médica/CB/ UFPE.

c) Solicitar isolados de dermatdéfitos mantidos na Colecdo de Culturas do
Departamento de Micologia/UFPE.

d) Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos isolados de
dermatofitos frente a quatro nitrotiofenos-semitiocarbamazonicos
substituidos e cetoconazol através de testes de sensibilidade antifingica
in vitro.

e) Avaliar a eficacia do nitro-tiofeno selecionado isoladamente e na
preparacdo farmacéutica tépica contendo o derivado tiofénico em

modelo experimental murino de dermatofitose.
1.3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

1.3.1 Comité de Etica

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco, que tem por
finalidade acompanhar as pesquisas envolvendo seres humanos, bem como preservar
a integridade e dignidade dos individuos sujeitos a pesquisa. Em atendimento a
resolucdo CNS/MS N° 466/12, a pesquisa teve aprovacdo com 0 seguinte protocolo
CAAE 47985215.3.0000.5208. Concomitantemente a proposta do projeto foi
submetido & Comissdo de Etica em Uso de Animais do Centro de Biociéncias da
Universidade Federal de Pernambuco (CEAU-UFPE) que por suavez, tem por objetivo
analisar os aspectos éticos de todos os procedimentos envolvendo o uso de animais
em atividades de pesquisa e ensino na UFPE, obtendo aprovacdo com o seguinte
protocolo 23076.031245/2015-95.

1.3.2 Obtencao dos Derivados de Tiofeno

Os tiofenos utilizados nessa pesquisa foram sintetizados e gentilmente cedidos
por pesquisadores do Laboratério de Quimica e Inovagdo Terapéutica do
Departamento de Antibioticos da UFPE.
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A caracterizacdo e comprovacao estrutural dos derivados de tiofénos foram
conduzidos no Laboratério de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas (LSVM) do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Campus V, UEPB. Os produtos de partida para
a sintese dos novos candidatos a farmacos antifungicos foram os adutos de Gewald,
ou simplesmente o0s préprios 2-amino-tiofenos, que foram obtidos por um
procedimento novo proposto por Bourgeaux e colaboradores (2007).

ApoOs apropriadamente sintetizados, os derivados foram entdo purificados por
diferentes métodos de purificacdo, a depender do composto, incluindo: destilacao,
recristalizacdo usando co-solventes, e técnicas cromatograficas de coluna, ou placa

preparativa.

1.3.3 Obtencéo de Amostras Biologicas

As amostras bioldgicas utilizadas para obtencdo dos isolados clinicos, foram
coletados de pacientes com lesBes sugestivas de dermatofitoses, atendidos no
Laboratério de Pesquisas in vitro do Servico de Dermatologia/HC/UFPE. Para a
realizacdo da coleta foi realizado uma prévia assepsia, utilizando gaze ou algodao
embebido de alcool a 70% no local da lesdo. Em seguida foi realizado uma
escarificacdo do sitio anatdmico lesionado com auxilio de um bisturi esterilizado, onde
foram priorizadas as bordas da lesdes, para obter escamas epidérmicas e/ou ungueais
finas. Os materiais foram entdo recolhidos em placa de Petri devidamente
esterilizadas.

Apbés a coleta, as amostras bioldgicas oriundos dos pacientes, foram
transportadas para o Laboratério de Micologia Médica/CB/UFPE. O diagndstico
micoldgico foi realizado através dos métodos padrdes (exame direto e isolamento em
cultura), no Laboratério de Micologia Médica/CB/UFPE.

No exame direto, entre lamina e laminula, foram colocados fragmentos finos do
material bioldégico e em seguida adicionado hidroxido de potassio (KOH 20%) que &
um clarificante, que tem como objetivo degradar a queratina das escamas epidérmicas
e ungueais, facilitando a visualiza¢do das estruturas fungicas, quando presentes.

Paralelamente, ao exame direto, foi realizado o semeio das amostras biolégicas
pela inoculacdo em sete diferentes pontos na superficie de placas de Petri contendo o
meio agar Sabouraud na composi¢do de 10g de peptona, 40g de glucose e 20g de

agar suplementado de 2 mL de cloranfenicol, que é um antibiético, que tem por
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finalidade inibir crescimento bacteriano. As culturas foram mantidas a 35°C em uma
atmosfera aerobica, e observadas diariamente por um periodo de até 15 dias. Apds o
crescimento fungico, foi realizada a purificacéo para identificacdo taxondmica classica
dos agentes etiologicos, por meio das observagcbes macroscopicas e
micromorfologias, seguindo Lacaz e colaboradores, 2002.

Adicionalmente, os dermatdfitos (Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum, Trichophyton tonsurans, Microsporum gypseum, Microsporum canis e
Epidermophyton floccosum), foram adquiridos da Colec&o de Culturas URM/ UFPE, e

foram também avaliados contra o potencial antifingico dos tiofenos puros e sintéticos.

1.3.4 Teste de Sensibilidade a Antifungicos in vitro

Para o teste de sensibilidade foram preparadas placas de microdiluicdo de 96
pocos contendo 100 uL de meio padrdao RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 com MOPS.
Em seguida foram preparados as formulagdes dos tiofenos em diluigbes seriadas na
escala de concentracdo de 1.024 a 2 mg/mL, seguindo as orientagdes do CLSI M38-
A2 e CLSI M27-A3 (CLSI, 2008). Utilizamos dispersdes de tiofeno puro do complexo
de tiofeno-2-hidroxipropril-B-ciclodextrina. Todas as preparacbes das moleculas de
tiofeno foram dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSO), e diluidos meio de cultura
padrdo RPMI. Utilizamos como referéncia o antifingico comercial cetoconazol e a
linhagem Candida parapsilosis ATCC 22019 como controle de qualidade.

A fim de se obter um inéculo de fungos filamentosos contendo 10* UFC.mL™%,
os dermatofitos foram cultivados em tubo com 20 mL contendo Batata Dextrose Agar
(BDA; Difco), sem suplementagéo de extrato de levedura, e feito incubag&o por um
periodo de quatro a sete dias a 35° C. As suspensfes dos microrganismos foram
preparadas, em tubos contendo 5 mL de solucéo fisiolégica estérilizada (0,85%)
acrescido de Tween 20, mantidas a 37°C, e, em seguida, ajustadas no
espectrofotometro de 65-70% de transmitancia a 530 nm de comprimento de onda
para dermatofitos. Para se obter um indculo de levedura contendo 1,0 a 5,0 x 10°
CFU.mL foi feito cultivo em tubo contendo Sabouraud Dextrose Agar (SDA; Difco)
adicionado 0,04g de extrato de levedura para cada 20 mL de meio, em seguida
incubado por dois dias a 35° C, e em seguida, em tubos com 5 ml de solucéo fisiologica
esterilizada (0,85%) sem adicao de tween 20, ajustado a 90% transmiancia a 530nm
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de comprimento de onda para a ATCC (22019). Para os dermatéfitos uma diluicdo de
1:50 foi realizado, para se obter um inéculo final de 5,0 x 102 CFU.mL!. Para as
leveduras, foram feitas duas diluicbes em série a partir de 1:100 e 1:20 para se obter
um inéculo final contendo 1,0 a 5,0 x 102 UFC.mL™.

Apoés a preparacdo da placa contendo o meio RPMI e distribuicdo de forma
seriada dos tiofenos e cetoconazol, foram adicionados 100 pL para cada indculo
previamente obtido aos pocos da primeira coluna da Placa de Microdiluicdo, e em
seguida, foram feitas10 diluicbes seriadas entre os pocos 1 a 10, onde nos pocos 1,
se encontram sempre as maiores concentragées das formulacdes e nos pocgos 10 as
menores concentracdes, os pocos 11 foram utlizados como controle negativo e 0s
pocos 12 como controle positivo. As microplacas foram posteriormente incubadas a
35°C em uma incubadora de livre de CO: e foram avaliados visualmente ap6s 48 horas
de incubacao para isolados de Candida parapsilosis e ap6s 96 hs de incubacéo para
isolados de dermatéfitos. Os CIMs corresponderam as menores concentracfes das
drogas que mostraram inibicdo de crescimento em comparacdo com fungos né&o
tratados. Apds as leituras visuais, foram realizados retrocultivos em placas de Petri
contendo meio agar Sabouraud esterilizado, dos pocos onde visualmente eram
detectados as inibicbes dos crescimentos flngicos e dos poc¢os do controle positivo,
permitindo assim a cofiabiliddade do CIM no teste realizado. Todos os testes foram

realizados em triplicata e valores de CIM foram expressos como médiaaritmética.

1.3.5 Dermatofitose experimental in vivo

Ratos Wistar albinos, de oito a doze semanas de idade, pesando 250 g,
fornecidos pelo Biotério de Farmacologia e Fisiologia (UFPE) foram utilizados no
estudo. Os animais foram criados sob condigbes especificas de assepsia e
manuseados de acordo com procedimentos experimentais. Todos 0s animais
receberam agua e ragéo que foram fornecidas ad libitum.

O desenho experimental in vivo seguiu o protocolo de Green et al., (1982);
Green et al., (1990); Thomson et al., (2011); Suante et al., (2008); Odds et al., (2004),
com modifica¢cdes. Nao foi utilizado animais livre de germes “germfree”, como descrito

na metodologia de Green, (1990). Foram utilizados 24 ratos Wistar albinos fémeas,
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divididos em quatro grupos contendo seis animais cada grupo. O grupo 1 representa
0 controlenegativo, estes animais sofreram apenas escarificagéo: recebendo solucéo
salina sem adicdo de in6culo fungico; o grupo 2 representa o controle positivo, sendo
submetido a escarificacdo com indculos de dermatdfitos; o grupo 3 foi estabelecido
como tratado controle, estes, foram escarificados e receberam suspenséo do inéculo
com dermatofitos e tratamento com cetoconazol e o grupo 4 foi chamado como tratado
experimental, recebendo escarificagao com suspenséo do indculo com dermatofitos e
o tratamento com a formulacdo topica proposta a base de nitro-tiofenos-
tiosemicarbamazonicos a ser selecionado apds testes de sensibilidade antifungica in
vitro.

Para obtencdo do indculo, os dermatdfito foram repicados para tubos com Agar
Batata Dextrose (BDA) por quinze dias a 37°C. Em seguida foram realizadas
suspensdes com micélio e esporos do referido isolado em tubo com 5 mL de salina
esterilizado acrescido de tween 80, na concentragdo 0,03% e levado para
homogeneizagéo no agitador tubo tipo vortex (Phoenix/ Mod. AP56) por 5 minutos, a
fim de se obter uma suspenséo final com concentracédo de 108 UFC/mL, de acordo com
a escala Mc Farland de niumero 2 (THOMSON et al., 2011).

Para o estabelecimento da dermatofitose em Wistar foi necessaria a
imunossupressao topica-local dos animais. Durantes sete dias foi realizado uma
imunossuopressao tépica com 50 uL de diproprionato de betametasona a 5mg/mL na
area do dorso a ser induzida a lesdo. Quatro dias antes da infeccao, foi injetado nos
animais (pesando + 200g) de forma subcutanea, 2mL de valerato de estradiol,
conhecido como um pré-tratamento para inibir as defesas imunes inatas e adquiridas
(ODSS et al, 2004).

Duas horas antes da infeccao, os animais foram mantidos em jejum e apos
este periodo foi feito um procedimento de combinacdo de anestésicos xilazina e
guetamina, proporcional ao peso do rato, aplicados na regido intraperitoneal. O
anestésico foi empregado durante a inoculacdo e coleta de fragmento tecidual para
realizacdo da etapa histopatologica. Ap6s 5 minutos, com o animal sob efeito
anestésico foi realizado a tricotomia de uma area com 3cm? com auxilio de uma lamina
de barbear, seguido de uma leve escarificacdo com bisturi esterilizado na regido
dorsal. Ao redor da lesdo formada foi aplicado vaselina solida, com o propésito de
formar uma barreira para que o inéculo administrado ndo fosse dispersado.

Posteriormente, foi dispensado 200 uL da suspensédo de 108 cels/mL previamente
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preparado. Apos o estabelecimento clinico da lesdo dermatofitica e confirmacéao da
micose através da realizagdo do exame direto e cultura positivas para dermatofitose,
foi iniciado o tratamento com derivado tiofeno e o antifungico de referéncia cetoconazol
nos devidos grupos experimentais. O tratamento comecou sete dias apds a
confirmacéao da infecgdo fungica, cada animal do grupo de tratamento recebeu 100uL
contendo 0,02 mg/mL aplicado topicamente na area da lesdo utilizando ponteiras
devidamente esterilizadas. O tratamento foi instituido por 30 dias, sendo realizada a
aplicacao topica apenas uma vez ao dia.

Os ratos foram monitorados diariamente, por um periodo de 30 dias, para
observacédo dos sinais clinicos da evolucéo durante o tratamento. Apos o término do
tratamento foi realizado o diagndstico laboratorial micologico: 1) exame direto através
de escarificacdo da lesdo, onde as escamas epidérmicas e fios de pélo foram
clarificados utilizando KOH a 20%, além de imprint da lesdo com uma fita corado com
azul de metileno, sendo as laminas observadas ao microscépio com amplificacéo de
400x; 2) cultura das escamas epidérmicas e/ou fios de pelo foram relizadas em agar
Sabouraud, acrescido de cicloexamida com incubacédo em estufa a 35°C; 3) anélise
histopatoldgica da lesdo corada em &acido periédico de Schiff. Adicionalmente, foi
realizado a analise molecular de um isolado resultante da dermatofitose no rato Wistar
do modelo experimental, com o objetivo de confirmar que o isolado de Trichosporum
mentagrophytes (URM 5432) inoculado, foi o mesmo obtido da lesdo dermatofitica
estabelecida.

Para a analise histopatoldgica, o animal foi anestesiado e sacrificado por
deslocamento cervical e/ou CO2. Em seguida foi realizado a coleta de fragmento do
tecido lesionado com dermatofitose apds sete dias de infeccéo, além de fragmento de
tecido dos animais que receberam tratamento por 30 dias. Os tecidos foram submerso
em formol a 10%, utilizada para evitar a autolise das células. Apos 24 horas, se iniciou
processo de desidratacdo do tecido, onde o fragmento foi mergulhado em frascos com
alcool em concentracdes decrescentes até o alcool a 70%. Em seguida foi dado inicio
ao processo de diafanizacdo com trés banhos sequenciais de xilol que tem a fungéo
de optimizar a penetracdo da parafina no tecido. A peca foi posicionada em um
recipiente utilizado para ser imerso por trés banhos de parafina a 60°C, por 30 minutos
cada banho. Em seguida, faz-se o emblocamento propriamente dito do fragmento de
tecido, vertendo-o em outro banho de parafina numa forma e aguardando seu

endurecimento. Apos o emblocamento, procedeu-se a microtomia com cortes entre5
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a 6 microbmetros. Os cortes foram distendidos em banho-maria a 56°C, para evitar
micro dobras no material, seguido da pescagem e posterior secagem (Prof. Claudio
Yudi, postado em 5 de Agosto de 2013, http://histologiavet.blogspot.com.br/,
consultado dia 26/11/2016).

Foi utilizada a hematoxilina-eosina que é uma das colora¢cfes mais utilizado

para corar estruturas fungicas em laminas histapatologicas. Na montagem da lamina,
€ dispensada uma gota de resina sintética sobre o corte, é entdo coberta com a
laminula. Finalmente as laminas foram colocadas em estufas a 37°C para secagem. A
lamina depois de preparada é observada ao microscopio Optico para pesquisa de
estruturas fungicas. (Prof. Claudio Yudi, postado em 5 de Agosto de 2013,
http://histologiavet.blogspot.com.br/, consultado dia 26/11/2016).

Para a analise molecular, os olignucleotideos utilizados como primers foram
0s com sequéncias de repeticdes simples (ALI et al., 1986). Os fragmentos de DNA
polimorficos das espécies analisadas foram amplificados em rea¢bes de PCR com o
uso do primer (GACA)se (GTG)s (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3'); (Bioneer, Daedeok-
gu, Daejeon, South Korea). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em volume
final de 25 pL contendo 25 ng do DNA molde, 1X Taq buffer (Invitrogen life
technologies), 0.75 mM de MgCI2, 0.25 mM de dNTPs (Fermentas, UK), 0.25uM dos
primers oligonucleotideos e 0.1 U de Tag DNA polimerase (Fermentas, UK). As
amostras foram amplificadas em termociclador seguindo o protocolo: desnaturagéo
inicial por 5 minutos a 93 °C; desnaturacado por 20 segundos a 93 °C, anelamento por
45 segundos a 55 °C, extensdo por 90 s a 72°C. Esta foi seguida por um ciclo de
extensdo final de 6 minutos a 72 °C. Os tubos com as amostras foram mantidos a 4°C
antes da andlise. Trinta e dois ciclos de amplificacdo foram aplicados para todos os
primers e as amostras passaram pelo processo de eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampéao Tris-acetate-EDTA TAE [pH 8,0] a 100 V por 30 minutos, corados
com GelRed™ (Biotium, Hayward, USA), visualizados com luz ultravioleta e
fotografados. O padrdo de bandas das pistas do DNA gendmico entre os isolados

originais e os obtidos no retrocultivo foi comparado (RODRIGUES et al., 2004).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ABORDAGEM HISTORICA DAS DERMATOFITOSES

As infec¢des dermatofiticas parecem ser tdo antigas como a propria historia da
humanidade. Segundo as observacdes de Greer (1994), o surgimento dos fungos
queratinofilicos saprobios se da inicio no periodo mesozoico, onde foram referidas
espécies zoofilicas e com posteriores adaptacdes passaram a ser antropofilicas
adaptando-se a diferentes substratos e ecossistemas, no qual pudessem se
reproduzir. Sendo assim, podemos deduzir que os dermatdéfitos acompanham a propria
existéncia humana (RUBIO et al., 1999).

Os estudos relacionados a micologia médica teve inicio nos meados do século
XIX, sendo os dermatéfitos os primeiros a serem estudado por Robert Remak,
esclarecendo a etiologia do Favus (doenca que geralmente acomete o couro
cabeludo). Posteriormente em 1842, David Gruby, redescobre a etiologia do Favus,
criando o género Microsporum, referindo-o a pequenos esporos em volta ao eixo do
cabelo, comprovando a etiologia fungica das tineas (ELEWSKI, 2000). David Gruby,
também descreveu em 1842, ectotrix, que se trata de uma invasao externa da haste
do cabelo ou barba, e endotrix, que trata de uma invaséo retido dentro da haste capilar.
Por volta de 50 anos mais tarde, os dermatdfitos foram estudados por Raymond
Jacques Andrien Sabouraud, médico dermatologista, formado pelo Instituto Pasteur,
tido como o fundador da micologia médica moderna. Seu tratado Lés Tignes, publicado
em 1910, elucidou o quebra-cabeca relacionado a classificacdo e identificacdo dos
dermatdfitos, classificando-os em quatro géneros: Achorion, Trichophyton,
Epidermophyton e Microsporum, baseado nos aspectos clinicos, morfologia, fisiologia,
e observagdes microscopicas, aléem das terapias para dermatofitoses (ARORA et al.,
1991). O meio de cultivo criado pelo referido pesquisador ainda esta sendo
amplamente utilizado nos dias atuais para cultura de fungos, apesar da origem de
(seus ingredientes terem sido modificados), e € chamado agar Sabouraud dextrose,
em sua homenagem (ODDS,1991).

Chester Emmons em 1934, inovou o esquema taxondmico de Sabouraud, e
reorganizou os dermatofitos baseado na morfologia dos esporos, classificando-os em
apenas trés géneros: Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton. A reproducgéo

sexuada foi estudada por Donald Griffin em 1960, corroborando os estudos
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anteriormente obtidos por Nannizzi, em 1926 (Sidrim; Moreira, 1999; Sidrim; Rocha,
2004). A evidéncia da reproducdo sexual dos dermatétifos abriu portas para estudos
genéticos com estes fungos (WEITZMAN,1964).

Contudo, no que diz respeito a taxonomia dos fungos, ainda se encontra
distante de estar totalmente definida, onde Gréaser e colaboradores (1999) e Woodgyer
(2004) questionam a validagéo taxondmica de algumas espécies de dermatofitos, em

suas publicacoes.

2.2 DERMATOFITOS

Os dermatofitos sao fungos filamentosos, septados e queratinofilicos, capazes
de causar infec¢cBes superficiais conhcecidas como dermatofitose ou tinhas. Esses
fungos podem se reproduzir sexualmente (estado perfeito ou teleomoérfico), e
enquadram-se no reino: Fungi, divisdo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem:
Onygenales, familia: Anthrodermataceae e género Anthroderma ou de forma
assexuadamente (estado imperfeito ou anamorfico), inserido nos géneros:

Microsporum, Epidermophyton e Trichophyton (NASERI et al., 2013).

Figura 1. Hifas (a) e artroconideos (b) caracteristicos de dermatofitos.
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Existem pouco mais de 40 espécies de dermatdfitos, e estes estdo divididos em
trés géneros: Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton, conforme sumarizado na
Tabela 1. Sendo estes classificados conforme, a formacdo e morfologia de seus
conidios. Os dermatofitos sdo também classificados em outros trés diferentes grupos:

geofilicos, zoofilicos e antropofilicos, dependendo da fonte primaria
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de infeccdo (CHIACCHIO et al., 2014; PADHYE et al., 1999). O grupo dos geofilicos
sdo aqueles transmitidos para os seres humanos através do contato com o solo, 0s
dos zoofilicos sdo as infec¢cdes dermatofiticas transmitidas para o homem através do
contato com animais infectados, sendo este tipo de infeccdo o mais menosfrequente,
nos dos antropofilicos, sdo aqueles dermatofitos transmitidos diretamente de uma
pessoa para outra, onde sdo mais comumente isolados. Existe ainda a forma de
transmissao indireta através de fémites contaminados, por exemplo, escovas de

cabelo, chapéus, capacetes, toalhas entre outros (HAINER, 2003).

Tabela 1. Géneros e espécies de dermatofitos.

Epidermophyton Microsporum Trichophyton
E. floccosum M. amazonicum T.ajelloi
E. stockdaleae M. T. concentricum

appendiculatum

M. audouinii T. eboreum

M. boullardii T. equinum

M.canis T. fischeri

M.cookei T. flavescens

M. distortum T. georgiae

M. duboisii T. gloriae

M. equinum T. gourvilii

M. ferrugineum T. kanei

M. fulvum T. langeronii

M. gallinae T. megninii

M. gypseum T. melis

M. langeronii T. mentagrophytes var.
erinacei

M. nanum T. mentagrophytes var.
granulosum

M. persicolor T. mentagrophytes var.
interdigitale

M. praecox T. mentagrophytes var.

krajdenii
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M. racemosum T. mentagrophytes var. goetzii

M. ripariae T. mentagrophytes var.
mentagrophytes

M. rivalieri T. mentagrophytes var.
nodulare

T. mentagrophytes var.
quinckeanum
T. raubitschekii

T. rubrum

—

. sarkisovii

—

. shoenleinii

—

. Simii

Fonte: Phadhye et al., 1999

2.3 DERMATOFITOSE

A dermatofitose € uma infeccdo fangica superficial considerada a mais
frenquente dentre as micoses causadas por fungos filamentosos, afetando
aproximadamente 25% da populagdo mundial. Assim, estima-se que 30 a 70% da
populacdo adulta sdo hospedeiros assintomaticos, aumentando o niumero de casos
com o decorrer dos anos (PERES et al., 2010). Na regido Amazodnica, existe um alto
indice destas infec¢cbes micoticas superficiais, isto pode ser atribuido aos fatores
ambientais da regido, como a alta temperatura e umidade, além das condi¢Bes sociais
humanas que favorece o desenvolvimento e disseminacédo destes fungos (PIRES et
al., 2014). A distribuicdo geogréfica destes fungos é bastante variavel, e depende de
regido para regido ao longo do tempo, sendo influenciados por varios fatores, tais
como: mudanca de clima, fatores socioecondmicos, estilo de vida, convivio com
animais de estimagdo e grupos de idade, enquanto outros sao cosmopolitas
(CHIACCHIO et al., 2014). Sdo considerados fungos queratinofilicos, pois necessitam
da queratina presente nos tecidos, tais como: cabelo, pele e unha para o seu
desenvolvimento. As dermatofitoses ndo séo consideradas infec¢cdes oportunistas,
podendo comprometer tanto imunocomprometidos, como imunocompetentes. Eles

sao considerados incapazes de penetrar nas camadas mais profunda da pele: derme
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e a hipoderme, bem como em érgdos de imunocompetentes. Sendo assim, também
nao se desenvolvem em superficies mucosas (BAPTISTA, et al., 2015; PERES, et al.,
2010; VENTURINI, et al., 2012).

E importante salientar que as dermatofitoses vem sendo descrita por
acometer, sobretudo criangas, com idade menor que 12 anos, onde as lesdes sdo mais
frequentemente observadas no couro cabeludo (Tinea capitis), face (Tinea
faciei/barbae) ou antebraco, abdomem e maos (Tinea corporis). Os adultos sdo
considerados a segunda populacdo mais acometida por estas infeccdes, além disto,
pessoas com imunidade comprometida, como pacientes transplantados, pacientes que
apresentem algum tipo de céancer, pessoas que faz uso exorbitante de
imunossupressores, em especial corticoides, diabéticos, portadores da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, de idade avancada e também os portadores da Sindrome
de Down, estes, compreendem um grande grupo de risco para estas infecdes
dermatofiticas (AQUINO et al., 2007; BIER, et al., 2013). Segundo Ghannoum (2013),
fatores familiares também s&o considerados de risco para o desenvolvimento das
dermatofitoses, sendo assim, o T. rubrum tem susceptibilidade e interagdo por

linhagem autossdmica dominante.

2.4 ASPECTOS CLINICOS DA DERMATOFITOSE

As manifestacdes clinicas das dermatofitoses sdo muito variaveis, e resultam
da combinacdo do agente causador bem como da resposta imunolégica do
hospedeiro, e podem levar meses a anos para se desenvolver, podendo até mesmo
ser assintoméatico, ou apresentar apenas prurido, sendo que na maioria dos casos
dessas infeccdes é evidenciado o surgimento de lesGes eritematosas descamativas e
fissura. Utiliza-se a palavra tinea, e em seguida, o termo em latim do local de
acometimento. Assim, a divisdo dos quadros clinicos das dermatofitoses dependera
da regido acometida. Estas infec¢des incluem: tinea capitis, tinea corporis, tinea cruris,
tinea faciei, tinea barbae, tinea manus, tinea pedis e tinea unguium (onicomicoses)
(DEGREEF, 2008; MIMS et al., 1995; PERES et al., 2010).
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2.4.1 Tinea Capitis

E uma infecgéo fungica de cabelo e couro cabeludo e a mais contagiosa dentre
as demais tineas. Acomete preferencialmente criangas pré-escolares e escolares de
ambos 0s sexos, porém apresenta-se com mais frequente em meninos (BALCI et al.,
2014). Entretanto, pode acometer adultos e idosos. E tipicamente causada por
dermatdfitos do género Microsporum e Trichophyton. O Trichophyton tonsurans pode
promover uma infeccdo assintomatica principalmente em criancas, contudo pode
causar infeccdo aparente em adultos que apresentam contato préximo com estas
criancas (SOMBATMAITHAI et al., 2015).

A tinea capitis € uma micose superficial que tem distribuicdo universal, tendo
predilecdes por regides tropicais e subtropicais, consistindo um problema de saude
publica em alguns paises, principalmente nos menos desenvolvidos. Alguns fatores,
como clima, nivel socioecondmico, higiene da populacao, urbanizacéo, imunidade do
hospedeiro e acbes terapéuticas torna esta manifestacdo mais prevalente (GURTLER
et al., 2005).

A tinha do couro cabeludo é considerada uma infeccbe exdgena, causado por
espécies fungicas antropofilicas e zoofilicas, tem como principal fonte de contagio o
homem, e T. tonsuras agente etioldgico mais comum que provoca resposta
inflamat6ria moderada, porém com periodo mais longo de evolucédo da lesdo. As
infeccdes em animais tém como principal agente etiolégico Microsporum canis,
produzindo uma intensa resposta inflamatéria, no entanto de evolucao mais curta. O
principal agente etioldgico presente no solo € Microsporum gypseum, causando
infeccdo humana de forma mais rara (BENNASSAR; GRIMALT, 2010; GURTLER et
al., 2005).

No Brasil o principal agente etiologico da tinha do couro cabeludo € T.
tonsurans, sendo ele mais frequente na regido Norte e Nordeste, Distrito Federal e
Parana e M. canis mais prevalente na regido Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito
Santo e Goiania (GURTLER et al., 2005).

As manifesta¢gfes clinicas desta infeccdo fungica varia de uma lesdo néo
inflamatoria a erupgdes postulares severas, onde sdo clinicamente diferenciadas em
trés formas de acordo com o acometimento dos pelos:

Tricofitica: € uma forma clinica que esta associada mais constantemente ao

T.tonsurans, que pode adquirir o aspecto de “alopecia de ponto preto”. Este fungo
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parasita invadindo o cabelo sem destruicdo da cuticula (endotrix), fazendo com que o
cabelo quebre facilmente, acarretando em lesdes de alopecia de tamanho variado, que
podem ser Unicas ou multiplas, podendo ainda promover reacdes inflamatorias
(SCHECHTMAN et al., 2015).

Microsporica: é uma manifestacdo que esta associada, mais frequentemente a
M. canis, causando ectotrix, que € uma infeccdo onde o parasitismo ocorre na
superficie do cabelo, que provoca a destruicdo da cuticula do cabelo causando
alopecia de dimensdes variadas. No entanto, a tinea capitis pode mostrar-se um tipo
de infeccao ndo-inflamatdria e limitada (SCHECHTMAN et al., 2015).

Favosa: € uma lesdo dermatofitica do couro cabeludo, associada na maioria
dos casos ao agente etiologico T. schoenleinii, que € um dermatéfito antropofilico. A
tinea favosa ocorre mais frequentemente em criancas da area rural e que vivem em
baixas condigbes de higiene, raramente presente na faixa adulta. Sua manifestagéo
clinica se da pelo surgimento de quadros de alopecia bem delimitada e de forma
severa, apresentando mau cheiro e exibindo um aspecto proximo a dermatite
seborreica. Pode tornar-se uma infeccéo cronica e persistente, que se nédo tratada
corretamente pode deixar cicatrizes (ANANE et al., 2013; VALLARELLI et al., 2014).

2.4.2 Tinea corporis

E uma infeccdo superficial também conhecida por pele glabra ou impingem,
causada por fungos dermatofiticos, que acomete a camada superficial (pele) do corpo,
no entanto, nao afeta o pelo. Ele é considerado o mais frequente dentre todos os tipos
dermatofitoses. A tinea corporis € uma micose que esta relacionado mais comumente
a criangas, praticantes de esportes e sobretudo obesos. Os agentes etioldgicos mais
frequentemente envolvidos sao: T. rubrum, T. tonsurans e T. mentagrophytes. O
M.canis e M.gypseum, mais raramente. As manifestacdes clinicas caracterizam-se por
lesbes Unicas ou multiplas, a principio de tamanho pequeno medindo de 1-2 cm de
diametro, porém tem crescimento centrifugo podendo atingir a um tamanho de 5 cm
ou mais de diametro, de formatos arredondadas ou ovalares, apresentando bordas
bem delimitadas e parte central aparentemente curada, com aparéncia eritematosas,
descamativas e geralmente pruriginosas (BACHMEYER et al., 2013; BHAGRA et al.,
2013; LEE et al., 2016; SAHOO et al., 2016).
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Esta micose pode ser confundida com muitas outras doencas de pele, como
psoriase, dermatite seborréica, eczema, carcinoma de células escamosas entre
outros, sendo necessario um diagnostico diferencial laboratorial (ELY et al., 2014;
QADIM et al., 2013).

2.4.3 Tinea cruris

A tinea cruris, ou também conhecida como “jock itch”, € uma infecg¢ao fungica
gue acomete a camada mais superficial da pele, também causadas por dermatétifos,
sendo o Trichophyton rubrum, o agente etioldégico mais prevalente seguido pelo
Epidermophyton floccosum. E uma micose localizada na regido genito-crural, podendo
espelhar-se para area perianal (nadegas) e perineal (coxas), ocorrendo com mais
frequentemente em homens adultos-jovens, adolescentes e mulheres na fase pos-
puberes “fertil” (EL-GOHARY et al., 2013; ELMEGEED et al., 2015).

Suas manifestacdes clinicas caracterizam-se por placas eritematosas com
bordas elevadas, Umidas e descamativas, geralmente acompanhada de intenso
prurido na regido da coxa medial e dobras inguinais. As placas apresentam-se
geralmente de forma bilateral, ndo afetando o pénis nem o escroto, devido ao confronto
com a Candida, porém pode-se desenvolver uma candidiase devido a esta antibiose
(ELY et al., 2014).

Acredita-se que muitas infecgbes por tinea cruris pode estar relacionada a
pessoas que coincidentemente tenha tinea pedis, pelo grande contato que existe entre
as maos e os pés (WEINSTEIN; BERMAN, 2002). Existe ainda uma doenca que vem
sendo confundida com tinea cruris que € conhecida como tinea de eritrasma, causada
por uma Corynebacterium minutissimum. O método diagndstico utilizado para
diferencia-las é a luz de wood, onde vai exibir um fluorescéncia vermelho coral para

as lesdes causadas pelo C. minutissimum e azul para tinea cruris (ELY etal.,2014).

2.4.4 Tinea faciei

Infeccdo fungica causada por dermatofitos, que tem como principais agentes
etiolégicos o T. rubrum e T. mentagrophytes, e acomete principalmente a populacao
do sexo feminino, restringindo-se a regiao da face, incluindo labio superior e queixo.

Também acomete frequentemente criancas, devido ao contato direto com animais.
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Pode ser adquirida através do contato com animais domésticos ou de outras infec¢des
dermatofiticas do corpo, como provenientes da tinea capitis e tinea corporis. Esta
micose ndo é comum, porém pode ocorrer em qualquer lugar do mundo, embora seja
mais frequente em regides tropicais, devido a umidade e as altas temperaturas
(MALHOTRA et al., 2015; MEDSCAP, 2015).

A manifestacbes clinicas sao caracterizadas pelo surgimento de erupcodes
eritematosas faciais Unicas ou multiplas, de aspectos arredondados, descamativos,
com bordas elevadas e bem delimitadas e quase sempre apresenta prurido. Por se
tratar de uma infeccao na face, esta micose pode relembrar outros tipos de doencas,
tais como: lUpus cutaneo eritematoso, dermatite de contato e alergias (GIOSEFFI et
al., 2013; MEDSCAPE, 2015).

2.45 Tinea barbae

E uma dermatofifose incomum que atinge a area da barba/bigode com invas&o
dos pelos, podendo alastrar-se para o pescoco. E uma dermatofitose do tipo zoofilica
adquirida pelo contato com direto com animais, e além de sua incidéncia ser
considerada baixa, é restrita a pessoas do sexo masculino e mais comum em adultos,
e em especial, moradores da zona rural. Os agentes etiologicos geralmente
causadores desta micose sdao: Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton
verrucosum. Em determinados territorios geogréafico T. schoenleinii, T. violaceum e T.
megninii, podem também ser causadores desta tinha. No entanto, as infeccdes
causadas por M. canis e T. rubrum é julgado incomum (BOLOGNIA et al.,2015)

Atinea barbae ocorre com mais frequéncia em paises tropicais que apresentam
temperaturas altas e bastante umidade. Suas manifestagbes clinicas sé&o
caracterizadas de duas formas: inflamatorias ou nao inflamatorias, dependendo do
agente etioldgico e da resposta imune do paciente. A primeira infeccdo quando
causada por fungos zoofilicos tendem a ser severos, com inflamacéo intensa e
supurativa, apresentando numerosas pustulas foliculares. Pode ocorrem
concomitantemente uma superinfeccdo causada por bactérias (foliculite bacteriana)
gerando a formacdo de abcessos, fistulas e lesdo semelhantes a placas de kerium.
Além disto, futuramente os pacientes podem manifestar sintomas constituintes, tais
como, mialgias ou linfadenopatias e apresentar alopecia cicatricial. A segunda

infeccdo, é superficial e pouco inflamatoria, sendo clinicamente semelhante a tinea
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corporis, geralmente causada por T. rubrum, caracterizada por placas eritematosas,
papulosas (elevadas). Algumas outras condigcbes podem disfarcar a tinea barbae,
sendo necessario realizar o diagnostico diferencial para foliculite bacteriana, infecgées
virais (herpes simples e herpes zoster), acne vulgar, dermatite periorbital
actinomicoses cervicofaciale fistulas dentarias (BOLONGNIA et al., 2015; KOLE;
ELEWSKI, 2013).

2.4.6 Tinea manuum

A tinea manuum é uma infeccdo fangica que acomete mais precisamente o
dorso maos, onde geralmente exibe lesdo unilateral, porém pode apresentar também
les&o bilateral. E uma dermatofitose menos comum, quando comparado a tinea pedis.
A tinea mannum é comumente causada por T. rubrum e T. mentagrophyte. Quando se
evidencia o aparecimento de vesiculas o T. mentagrophytes se mostra mais frequente
(DESGARENNES et al. 2011; MORIARTY et al., 2012).

Esta dermatofitose apresenta uma morfologia clinica que se assemelha a tinea
corporis, no entanto, a superficie da regido palmar infectada, apresenta aparéncia
descamativa (SCHLOSSBERG, 2015).

2.4.7 Tinea pedis

A tinea pedis é uma infeccao fungica ocasionada por dermatéfitos no qual atinge
a camada superficial dos pés. Conhecida também como “pé-de-atleta”, e ndo é
causada apenas por dermatofitos, mas também por bactérias. A prevaléncia desta
infeccdo fungica vem crescendo consideravelmente nas ultimas décadas, e cerca de
15% de toda populacdo mundial pode desenvolver esta micose, causado apenas por
dermatofitos. Existem alguns fatores predisponentes para o desenvolvimento desta
infecgdo, tais como: idade, sexo, moradia na zona urbana, psoriase, diabetes,
imunidade debilitada, hiperidrose e praticantes de esportes, além disto residir em
regides de umidade temperaturas altas também favorece o desenvolvimento dessa
doenca (MIRALOGLU et al., 2016; SABADIM et al., 2011).

A tinea pedis acomete geralmente adolescentes e jovens adultos de faixa etéaria
entre 25-44 anos, sobretudo atletas e diabéticos. Em crianca de faixa etaria menor que

4 anos, este tipo de micose é considerado rara (BALCI et al., 2014).
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Os agentes etioldgicos mais corriqueiros desta infeccdo sdo antropofilicos,
incluindo Trichophyton rubrum sensu strict, seguido do Trichphyton mentagrophytes
variacdo interdigitalis e Epidermophyton floccosum (ILKIT et al., 2013). As
manifestacdes clinicas dessa doenca pode envolver os espacos interdigitais ou parte
lateral dos pés. No tipo intertriginoso, manifesta-se de forma crénico e de condigédo
recorrente, apresentando descamacao e maceracao da pele nos espacos interdigitais
ou subdigitais geralmente entre 0 4° e o 5° dedo, podendo ser evidenciado fissuracéo
e prurido. Esta infeccado pode partir do espaco interdigital e disseminar para a regido
plantar, no entanto, raramente ira acometer a regido do dorso dos pés. No tipo
papuloescamoso, a micose é crénica que acomete geralmente a regido bilateral plantar
dos pés, caracterizada por inflamacao leve e apresentar descamacao local ou difusa
em “mocassim”. No tipo vesiculoso, ocorre a formacao de pequenas vesiculas, que
sdo notados na curvatura interna da regido plantar e na superficie anterior plantar,
podendo estar associado a descamacdes. Vesiculas maiores sdo menos frequentes,
porém podem ser visualizados. Os tipos ulcerativos agudos estdo habitualmente
associados a maceracao e ulceracdo de grandes areas da regiao plantar. E comum e
bastante frequente que esta infeccdo manifeste odor desagradavel, tendo em vista
que, estad micose apresenta frequentemente uma superinfeccao secundaria causada
por bactérias Gram negativas (MORIARTY et al., 2012; TACHIBANA et al., 1976;
WEBMD, 2014).

2.4.8 Tinea unguium

A tinea unguium ou onicomicoses, é uma infeccao fangica cronica que atinge a
unha associado a cerca de 50% de todas as onicopatias (MCAULEY et al., 2016). A
onicomicose ndo é um tipo de doenca que se resolve espontaneamente, porém, ela
ndo ameaca a vida do paciente. No entanto, ela pode causar dor, desconforto,
desfiguracéo e pode causar limitagcdes fisicas e ocupacionais, além de poder afetar o
estado emocional e psicossocial, tendo em vista o impacto na qualidade de vida dos
pacientes (MCAULEY et al., 2016; MORIARTY et al., 2012).

Esta infec¢éo fungica acomete 10% da populagdo mundial, percentual esse que
aumenta mais a cada ano, e é considerada uma das doeng¢as mais comuns em muitos
paises. E mais prevalente na populacédo do sexo masculino, individuos mais velhos e

pessoas com psoriase, diabetes e de imunidade comprometida, bem como,
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portadores do HIV. Os dermatéfitos sdo considerados os principais causadores das
onicomicoses, sendo o Trichophyton rubrum o agente etioldgico mais isolado nessa
manifestacao clinica, com aproximadamente 70% dos casos de onicomicoses, seguido
pelo Trichophyton mentagrophytes. Porém, existem outros microrganismos, como as
leveduras, mais precisamente a Candida spp e os fungos nao-dermatéfitos como
Aspergillus spp, Fusarium spp, entre outos, sdo considerados patogénicos
secundarios também causadores das onicomicoses (CEILLEY, 2015; SABADIM et al.,
2011; SCHALKA et al., 2012).

A tinea unguium (onicomicoses) classificam-se clinicamente de cinco diferentes
formas: 1. Onicomicose subungueal distal e lateral; 2. Onicomicose de superficie
branca 3. Onicomicose subungueal proximal; 4. Onicomicose Endonyx; 5.
Onicomicose distrofica total (MORIARTY et al., 2012).

2.4.8.1 Onicomicose subungueal distal e lateral (OSDL)

A Onicomicose subungueal distal e lateral (OSDL) é a mais comum,
aproximadamente 90% dos casos de onicomicose ocorre por este tipo de lesdo, no
qual se da a predominancia por dermatoéfitos, podendo haver um envolvimento muito
ocasional por outro fungo filamentoso. Este tipo de infec¢do superficial geralmente
afeta o leito, a lamina e o hiponiquio da unha, resultando em hiperceratose e onicélise
que é o desolamento do leito ungueal, geralmente iniciando pelas bordas laterais da
unha. Pode haver acimulo de material sob a unha, que ir4 servir de reservatoério para
bactérias e fungos. As unhas acometidas apresentardo aspectos endurecidos, de
espessura grossa com coloracdo marrom amarelado, podendo ser acompanhada ou
nao de dor. Esta infec¢cao geralmente comeca a partir de infeccéo fungica prévia, como
a tinea pedis. A OSDL desenvolve-se tanto nas unhas das mados como nas dos pés,
sendo o Trichophyton rubrum o agente etiolégico mais frequente neste perfil de micose
(ROSSANA SATTE, 2016; SCHALKA et al., 2012).

2.4.8.2 Onicomicose superficial branca (OSB)
A onicomicose superficial branca € pouco frequente, presente em apenas 5%

dos casos, com alta incidéncia em criancas. Este tipo de onicomicose é representado

por lesbes de aspecto opaco, quebradi¢co, e com surgimento de pontos
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esbranquigados (leuconiquia), como aspecto de “giz”, na lamina ungueal, sobretudo
nas unhas dos pés. Com a evolucdo desta infec¢do fungica, as manchas podem
apresentar coloragcdo amarelada e destruir toda a unha. A OSB permite dividir-se em
trés subcategorias, conferindo implicacGes terapéuticas: a primeira: engloba a lamina
ungueal superficial; a segunda: apresenta uma dupla invasdo na lamina ungueal
superficial ou ventral; e a terceira: representada por uma onicomicose profunda e
difusa, sendo mais observada em criancas ou pacientes HIV positivo. O agente
etiolégico mais comum desta forma de onicomicose é Trichophyton mentagrophytes
(ALMEIDA JR et al., 2015; ROSSANA SATTE, 2016; SCHALKA et al., 2012;).

2.4.8.3 Onicomicose subungueal proximal (OSP)

Essa infeccdo € também conhecida como onicomicose subungueal proximal
branca, é o subtipo mais raro das onicomicoses, e quando causadas por fungos
dermatofitos, esta forma clinica esta geralmente associada com pacientes que tem a
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (HIV/ AIDS) (CAMBUIM et al., 2011). Os
fungos patogénicos invadem a cuticula da unha, penetrando na lamina ungueal e
seguem em direcdo a porc¢ao distal. Inicialmente esta infec¢do apresenta fragmentos
de cor esbranquicada do lado proximal da lamina ungueal, e devido a esta
caracteristica que ndo € Unica entre 0s subtipos da onicomicose, é necessario
determinar o diferencial entre 0 OSP e Onicomicose superficial branca OSB. Na OSB
a infecgdo fungica € apresentada na camada mais superficial da unha, e é facilmente
raspada, ja na onicomicose subungueal proximal é uma infeccdo que se apresenta no
interior da unha, porgue a infeccdo se inicia pela cuticula e matrix ungueal, com
predominancia nas unhas das maos. A Candida é o agente etiolégico mais comum
nesse subtipo de onicomcose, porém, quando causados por dermatofitos,
Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum s&o os mais frequentes (DIAS et
al., 2013a; LEE et al., 2011; SABADIN et al., 2011)

2.4.8.4 Onicomicose endonyx (OE)
Essa onicomicose é determinada por uma propagacdo fungica invasiva na

camada superficial da lamina ungueal, apresentando hiperqueratose minima ou

ausente. O aspecto opaco na lamina ungueal com descoloragéo branco-leitosa é
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geralmente incomum. O agente etiolégico frequentemente envolvido nessa
onicomicose € o Trichophyton rubrum, no entanto, em alguns casos peculiares de
(OE), pode ser causado por Trichophyton soudanense e Trichophyton violaceum
(SOUZA et al., 2013).

2.4.8.5 Onicomicose distrofica total (ODT)

Qualquer variacao destes subtipos de onicomicose descrito acima pode evoluir
para a distrofia ungueal total. O ODT compreende o estagio mais avancado, ocorrendo
a destruicdo completa da unha, no qual ela perde toda sua arquitetura normal. O
agente etiolégico mais comum é o Trichophyton rubrum, seguido pelo Trichophyton
mentagrophytes. No entanto, existem outros dermatofitos envolvidos nesse subtipo de
onicomicose como Epidermphyton floccosum, Trichophyton tonsurans, Microsporum
canis e Trichophyton violaceum, sendo este ultimo pouco frequente (CAMBUIM et al.,
2011; SABADIN et al., 2011; SCHALKA et al., 2012).

2.5 DIAGNOSTICO

As dermatofitoses ndo podem ser diagnosticadas somente pelos aspectos
clinicos devido a sua semelhan¢a com outras doencas tais como dermatite seborreica,
psoriase, candidiase, carcinoma escamoso, entre outras, sendo assim se faz
necessario a realizacdo de um procedimento mais complexo que vai desde o histdrico
do paciente, observacdes clinicas seguido da coleta, até as analises macroscopica e
microscoépica realizadas no laboratério. Para um diagnéstico confiavel e preciso, é
importante que a quantidade e a qualidade do material bem como transporte, sejam
adequadas, visto que estas etapas influenciardo nos resultados dos exames
laboratoriais. E importante ressaltar que o paciente ndo podera estar fazendo uso de
nenhuma medicac&o antifungica, pois esta omissdo podera mascarar o resultado do
exame (SANTOS et al., 2002; SHIRAKI et al., 2004; URANO et al.,2003).

Sendo assim, existem etapas a serem seguida para de fato diagnosticar as
dermatofitoses:

Coleta: é importante a realizacdo de uma assepsia no local onde existe alesao
minimizando assim possiveis contaminac¢des para as etapas seguintes. Caso a lesao

sugestiva encontre-se na pele, deve-se realizar a escarificacdo na borda da leséao
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mais recente com uma lamina de bisturi esterilizados, e o material biol6gico devera ser
coletado em uma placa de Petri, também devidamente esterilizada. Caso a infecgéo
esteja presente na cabeca, deve-se fazer também escarificacdo na borda da lesdo com
bisturi e placas de Petri, ambos esterilizados, bem como fazer a coleta do fio do cabelo
juntamente com o bulbo capilar, j& que o fungo pode se localizar nessa area. Se houver
lesbes supurativas recomenda-se que a coleta seja feita com swab esterilizados,
devido a dificuldade para realizar a escarificacdo nesses tipos de lesdes, e o swab
devera ser imerso em tubo com solucéo salina. Nas coletas das unhas deve- se fazer
a raspagem da lamina ungueal em com bisturi e colhido em placa de Petri, bem como
o material que é formado na matrix subungueal (SANTOS et al.,, 2002; SAHOO;
MAHAJAN, 2016).

Exame direto: o material biol6gico obtido através de escarificacdo da pele, unha
ou couro cabeludo devera ser clarificado com hidroxido de potassio (KOH) em
concentragcdo que varie entre 10 a 40% € colocado entre lamina e laminula e levado
ao microscopio para visualizac@o das estruturas fungicas. O material obtido através da
coleta com swab é colocado a fresco entre lamina e laminula, e em seguida corado com
azul de metileno. Nos casos positivos para dermatofitoses de pele e unha, o achado
laboratorial visualizado sera a presenca de hifas hialinas septadas, ramificadas com ou
sem artroconidios, ja no pelo observa-se estrurutas arredondadas conhecidas como
artroconideos, sendo rara a presenca de filamentos micelianos. Se o parasitismo
ocorrer fora do pelo, € chamado de ectotrix, e se o parasitismo for dentro endotrix, e se
for dentro e fora é o tipo ecto-endotrix (SAHOO; MAHAJAN, 2016; SANTOS el al.,
2002).

Meio de cultura: o material biolégico, oriundo das escamas epidérmicas,
ungueais e da coleta realizada com swab sdo semeadas em meio primario de
isolamento para fungos como o agar Sabouraud dextrose (SDA) acrescido antibiético,
geralmente cloranfenicol. Para as escamas epidérmicas e ungueais é realizada a
técnica de sete ponto na placa de Petri, havendo uma distancia pequena distancia
entre 0s pontos, ja para o material obtido através da coleta com swab é feito um semeio
por técnica de desgaste ou esgotamento. Em seguida esta placa é incubada a uma
temperatura que varia de 25 a 30°C, por até 15 dias, tempo habil para o
desenvolvimento das colonias. Apés o crescimento das colbnias, deve-se avaliar suas
caracteristicas macro e micromorfologicas. Algumas espécies se diferenciam pela

velocidade de crescimento, aspecto da colonia e coloracao da superficie e reverso
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das colbnias. Concomitantemente as observacées macroscopicas, um fragmento da
colénia é corado com lactofenol azul de algoddo e observado ao microscépio com o
objetivo de correlacionar as estruturas visualizadas ao exame direto anteriormente,
com as estruturas presentes na lamina do cultivo, sendo observadas algumas
modificacdes das hifas e a presenc¢a de micro e macroconideos a depender do agente
etiolégico causador da infeccdo (SANTOS et al., 2002; SAHOO; MAHAJAN, 2016).

Recentemente, técnicas na biologia molecular foram adaptadas para detectar
DNA de dermatofitos, com o objetivo de auxiliar a identificacdo do isolado clinico
oriundo de pacientes, corrobora com as técnicas convencionais para o diagnéstico das
dematofitofitoses. Segundo Liu e colaboradores em 1997, através do AP-PCR
(Arbitrary Primer Polymerase Chain Reaction), conseguiram a identificacdo e
diferenciacdo em uma amostragem de 16 espécies de dermatofitos. Posteriormente,
Liu et al. (1997) aperfeicoaram a técnica e conseguiram identificar precisamente 23 de
25 espécies de dermatofitos. Em 2000, foi realizado a deteccdo do DNA de
dermatotifos diretamente do material clinico por Turin e colaboradores, através da
técnica de PCR e amplificando as regiées do DNA ribossomal. Machouart-Dubach et
al. (2001) compararam a técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -
Restriction Fragment Lengthy Polymorphism) com a técnica de Liu et al. (1997), e
verificou-se uma correlacédo de 98,7% entre as técnicas. Embora o diagnostico através
da biologia molecular seja uma técnica de identificacdo e diferenciacdo inovadora e
precisa e reprodutivel, ela ndo pode ser considerada uma metodologia de diagnostico
requisitada para o cotidiano, visto que, ndo existe ainda uma metodologia padronizada
para os diferentes ensaios, além do alto custo que as técnicas moleculares demandam
para serem realizados (SANTOS et al., 2002).

2.6 TRATAMENTO

O tratamento para as dermatofitoses ocorrem muitas vezes por periodos
onerosos e longos, que perdura de seis meses a um ano. Existem varias classes de
antifangicos utilizados na terapéutica desta micose, tais como: as alilaminas
(principalmente: naftifinas e a terbinafina); os azdlicos (cetoconazol, fluconazol e
itraconazol); griseofulvina, as equinocandinas, e mais recentemente vem se utilizando
novos farmacos bem como amorolfina e ciclopirox olamina de uso tépico em casos de

onicomicoses causados por dermatéfitos (PERES et al., 2010).
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A principio a via de administracao geralmente escolhida para o tratamento das
micoses dermatofiticas, € a via topica como pomada, creme ou soluc¢éo, no entanto, a
depender do tipo de les&o, como tinea capitis e tinea unguium, e alguns casos de tinea
pedis (que envolve a regido plantar e o dorso do pé) a forma escolhida €&
preferencialmente a via oral, pois geralmente estes tipos de tinea ndo respondem ao
uso topico (RUBIO et al., 1999).

2.6.1 Antifungicos de via topica

A escolha para o tratamento via tépico (poliénicos, derivados imidazolicos,
amorolfina, terbinafina, tonalftato, ciclopirox olanina) estdo associados nas infeccoes
pelo qual ndo acometem vastas areas (GUPTA et al., 2004). Segundo alguns autores,
este tipo de intervencéo s6 é considerado efetivo, quando realizado na fase inicial da
infeccdo (PALACIO et al. 2002). Por exemplo, em casos de onicomicoses o tratamento
tépico s6 € indicado quando a matriz ungueal ndo esta acometida, caso contrario a
resposta ao tratamento ndo é resolutivo (manual de condutas, RUIZ; CHIACCHIO,
2005). Deste modo, os resultados conquistados com a escolha pelo tratamento topico,
conseguem ser otimizados mediante associacdo aos tratamentos que utilizam
antimicoticos por via oral (RUIZ; CHIACCHIO, 2005).

2.6.2 Antifungicos via oral

O tratamento por administracdo via oral é indicado para os pacientes que
apresentam ineficicia terapéutica através da administracdo de antifingico por via
tépica, e geralmente nestes casos pode haver a combinacdo de antifingicos com o
objetivo de potencializar o efeito terapéutico. Em geral, a opgéo terapéutica por via
oral, conforme exposta na Tabela 2, tem melhores resultados do que a terapia porvia
topica, no entanto, a metabolizacdo através da via hepatica, seguindo da eliminacéo
por via renal da grande maioria dos antifungicos € considerada um dos prejuizos que
este tipo de tratamento apresenta, pois em sua grande maioria produzem efeitos
toxicos (BARAN; KAOUKHOV, 2005; MEINERZ et al., 2007; MUNOZ-CARILLO etal.,
2010).
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Tabela 2. Opc¢des de tratamento oral para as dermatofitoses.

Infeccao

Recomendacéao

Alternativa

Tinea ungueum

(onicomicoses)

Tinea capitis

Tinea corporis

Tinea cruris

Terbinafina 250 mg/dia
6 semanas para unhas das
maos e 12 paraunhas dos

pés.

Griseofulvina 500 mg/dia

até curar (6-8 semanas).

Griseofulvina 500 mg/dia
até curar (4-6 semanas),
geralmente combinado

com imidazdlico tépico.

Griseofulvina 500 mg/dia

até curar (4-6 semanas).

Itraconazol 200 mg/dia/ 3-
5 meses ou 400 mg/dia
durante uma semana por
4-5 meses consecutivos.
150-300

mg/dia duarente uma

Fluconazol

semana em 6-12 meses
consecutivos.
Griseofulvina  500-1000
mg/dia até curar (12-18
meses).

Terbinafina 250 mg/dia/ 4
semanas

Itraconazol 100 mg/dia/ 4
semanas

Fluconazol 100 mg/dia/4
semanas.

Terbinafina 250 mg/dia
por 2-4 semanas.
Itraconazol 100 mg/dia por
15 dias ou 200 mg/dia por

uma semana.

Fluconazol 150-300
mg/semana por 4
semanas

Terbinafina 250 mg/dia
por 2-4 semanas.

Itraconazol 100 mg/dia por
15 dias ou 200 mg/dia por

uma semana.
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Tinea pedis Griseofulvina 500 mg/dia

até curar (4-6 semanas).

Tinea cronica ou Terbinafina 250mg/dia
difundida (ndo responde durante 4-6 semanas

aterapia via tépica)

Fluconazol 150-300
mg/semana por 4
semanas.

Terbinafina 250 mg/dia
por 2-4 semanas.
Itraconazol 100 mg/diapor
15 dias ou 200 mg/dia por
uma semana.

Fluconazol 150-300
mg/semana por 4
semanas.

Itraconazol 200 mg/ dia
por 4-6 semanas.
Griseofulvina  500-1000
mg/dia até curar (3-6

meses).

Fonte: The University of Adelaide

(http://www.mycology.adelaide.edu.au/Mycoses/Cutaneous/Dermatophytosis/, consultado dia 05 de

Novembro de 2016).

2.7 ANTIFUNGICOS

A intervencédo antimicrobiana deu inicio nos anos 40, ap0s a producdo em ampla

escala da penicilina devido & gravidade das infec¢Bes bacterianas. Sendo assim, o

desenvolvimento de antifingicos foi tardio (SHEEHAN et al., 1999). No entanto, a

percepcgdo cientifica adquirida sobre estudos antimicrobianos mostrou-se bastante

benéfico para o desenvolvimento de antifungicos (REX et al., 2001).

Existem algumas classes antifungicas utilizados nos tratamentos das infec¢des

fungicas.


http://www.mycology.adelaide.edu.au/Mycoses/Cutaneous/Dermatophytosis/
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2.7.1 Alilaminas

Séao antifingicos sintéticos, esta classe tem como principal mecanismo de
acdo a inibicdo de enzimas esqueleno epdxidase, que participa da sintese do
ergosterol que € um componente da membrana celular fangica (BENNET, 2003; ODDS
et al., 2003 b). A morte fungica se da pelo acumulo de esqueleno na membrana levando
a lise da célula fungica (GHANNOUM et al., 1999).

Dentre os farmacos pertencentes a classe das alilaminas, a terbinafina é seu
principal representante, sendo uma droga lipofilica que desempenha acdo tanto
fungicida como fungistatica. A terbinafina € o antifingico de escolha em tratamento de

onicomicoses causada por dermatofitos e tinea capitis (RUBIO et al., 1999).

2.7.2 Azbis

Séo antifungicos sintéticos heterociclicos e fungistaticos com amplo espectro
de acdo. S&o apolares e subdivididos em imidazois e triazdis, tendo como principais
farmacos disponiveis o fluconazol, itraconazol, cetoconazol, miconazol e econazol.
Este grupo de antifingicos participam da inibicAo da enzima lanosterol-14- a-
dimetilase, enzima necessaria para converter o lanosterol em ergosterol. A auséncia
do ergosterol na membrana do fungo altera as funcdes béasicas essencial para o
desenvolvimento normal do fungo (ODDS, 2003 a; SHEEHAN et al., 1999).

O primeiro imidazol (clormidazoll) foi sintetizado em 1944, mas sé foi
introduzido este antifungico para uso em 1958. Entdo, no final da década de 60 e inicio
da década de 70, foram introduzidos trés novos antifungicos, miconazol clotromazole
econazol para uso topico, até que na década 1980, surge o cetoconazol para utilizagéo
sistémica que perdurou durante anos como antifingico oral, revolucionando o
tratamento das micoses sistémicas, anteriormente restrito aos poliénicos. No entanto,
logo se viu baixa resposta terapéutica, recorréncia na maioria das infeccoes, além da
interferéncia com as vias de citocromo P-450 do hospedeiro, e assim, seu uso foi entdo
substituido pelo aparecimento dos triazoéis, surgindo na década de 90 com o fluconazol
e itraconazol, que apresentaram uma menor interferéncia no metabolismo humano
(MAERTENS, 2004).

Ainda assim, a agéo antifungica dos dois farmacos fluconazol e itraconazol é

julgado restrito, devido a diversidade de espécies responséaveis pelas infec¢des
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fungicas. A atividade do fluconazol é muito limitada aos dermatoéfitos (MAERTENS,
2004).

Uma segunda geracdo encontra-se disponivel no mercado (voriconazol)
aprovado em 2002 pela Food and Drug Administration (FDA), com o objetivo de suprir
as falhas observadas com o fluconazol e itraconazol (HERBRECHT, 2004). Porém, o
voriconazol ainda ndo € um farmaco ideal, uma vez que este antifungico provoca
disfuncéo hepatica assim como os outros farmacos disponiveis (MAERTENS, 2004).
Com o mesmo obijetivo, estudos clinicos (in vitro) foi realizado com (ravuconazol e
posaconazol) e aprovado pela FDA em 2006, sendo estes farmacos oito vezes mais
efetivo que o fluconazol (MAERTENS, 2004).

2.7.3 Griseofulvina

Lancada para uso clinico em 1958, a griseofulvina € um farmaco insoltvelem
adgua, mas pode ser administrado de forma oral. Este antifingico é produzido por
Penicillium griseofulvum, sendo o primeiro farmaco com capacidade seletiva para
dermatofitos a ser testado em humanos (DEACON, 2006; ODDS, 2003 a).

Este farmaco apresenta acéo fungistatica tendo afinidade pelas células da pele
precursoras da queratina, fixando-se a ela com grande intensidade, permanecendo
unida a queratina da pele, das unhas e cabelos, impedindo a sintese da parede celular
fungica e participa na interferéncia da polimerizacdo dos microtibulos desfazendo o
fuso mitético, consequentemente inibindo a multiplicacédo do fungo. O tratamento tera
que ser longo, pode durar varias semanas ou meses, até que todos os tecidosestejam
saldaveis. No tratamento um novo tecido vai crescendo, e consequentemente
eliminando o tecido infectado (DEACON, 2005; FERNANDEZ- TORRES et al., 2002;
MUNOZ-CARILLO et al., 2010; ODDS, 2003 a).

2.7.4 Ciclopirox olamina

E uma hidroxipiridona, de uso tépico, fungicida de amplo espectro. Possui
propriedades anti-inflamatorias. Este antifingico impede a captacdo de componentes
essenciais que participa da sintese da membrana celular fangica, com a inibicdo da

sintese da parede celular do fungo, ocorre consequentemente bloqueio da reproducao
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celular. Este farmaco é eficaz contra a maioria dos agentes causadores de micoses
superficiais (DIAS et al. 2013b).

2.7.5 Derivados de morfolinas

A amorfolina € a principal representante desta classe de antifiungicos, um
medicamento unicamente de uso tdpico, que possui atividade antifangica fungistatica
e fungicida, com eficacia no tratamento de todas as micoses superficiais em especial
para as onicomicoses na formulacdo creme e esmalte (lacquer). Esta substancia atua
principalmente alterando a biossintese de esterdis menbranares levando a reducéo do
ergosterol e levando ao acumulo de esqueleno e de outros metabolitos intermediarios
gerando uma acéo fungicida (DIAS et al., 2013b; LACAZ et al., 2002; SANCHEZ-
CARAZO et al.,1999; SIDRIN, 2004).

2.8 RESISTENCIA ANTIFUNGICA

O controle das infecgBes fungicas superficiais ira depender da resposta
imunoldgica do hospedeiro. Ocorrendo a falha na defesa contra o patégeno, a doenca
se instala, havendo a necessidade da utilizacdo de antifungicos (fungistaticos ou
fungicidas) para intervir o mais especificamente contra o agente causador da infeccao
fungica. No entanto, a especificidade destes farmacos conta os patdgenos agressores
ainda é muito limitada, devido ao pouco entendimento da biologia dos patégenos. Além
do que, os antifungicos de modo geral apresentam numeros limitados de alvos
celulares, tais como ergosterol ou enzimas que participam de sua sintese, a sintese
de acidos nucleicos e da parede celular, bem como da formag¢do de microtubulos,
acarretando a mecanismos de resisténcias aos farmacos disponiveis no mercado
(MARTINEZ-ROSSI et al 2008; PERES et al., 2010).

Em 2003 foi relatado um caso de resisténcia a terbinafina, que é uma das
drogas mais utilizadas em tratamentos de dermatofitoses causadas por T. rubrum
(MUKHERJEE et al., 2003; PERES et al., 2010).

Os mecanismos bioguimicos e moleculares predominantes que contribuem
para o fenotipo de resisténcia a drogas nos eucariotos: sdo reducdo da captagéo de
drogas; modificacdo ou degradacédo metabdlica da droga pela célula; modificacdo na

interacdo droga-sitio alvo ou outras enzimas que estdo envolvidas na mesma via



48

enzimatica; por meio de mutacdes pontuais, superexpressao de molécula alvo; através
da recombinagéo génica e aumento de efluxo celular (MARTINEZ-ROSSI et al 2008;
PERES et al., 2010). Sua resisténcia se da devido ao aumento da expressao das
bombas de efluxo, regulando o transporte intracelular de derivados azéis, onde a
superexpressao dos genes CDR1 e CDR2, que séo codificados pelos transportadores
do tipo ABC (ATP binding cassette) e do gene MDR1 codificadores dos
transportadores MSF, faz com que haja a diminuicdo da susceptibilidade da maioria
dos azdis de uso clinico, bem como ao fluconazol respectivamente (MELLADO et al.,
2002; MISHRA et al., 2007; PERES et al., 2010).

A resisténcia aos az0is ocorre devido a alteracdo estrutural da enzima 14- a
lanosterol dimetilase que participa da biossintese do ergosterol, esta enzima é o alvo
de acdo dos derivados azolicos. A enzima 14- a lanosterol dimetilase € produto do
gene CYP51/ ERG11 e qualquer modificacdo em sua sequéncia resultara em
mudancas na estrutura enziméatica, influenciando negativamente na afinidade de azois
para os alvos celulares (LUPETTI et al., 2002; PRASAD, 2004; SANGLARD, 2002).

2.9 NOVOS ANTIFUNGICOS

Atualmente cerca de 1,2 milhdes de pessoas tem infec¢cbes fungicas em todo
o mundo, e a incidéncia dessas infec¢cdes vem aumentando significativamente com o
passar dos anos devido ao numero de pacientes imunocomprometidas, tais como
pacientes portadores do HIV, bem como pacientes com cancer, transplantados ou
apresentando doencas auto-imune que requerem terapia imunossupressoras. Poucos
farmacos disponiveis apresentam eficacia comprometida, com resisténcia para
tratamentos convencional além de alta toxicidade. Estudos vem sendo conduzidos
para o desenvolvimento de novas opc¢des antifungicas a partir de estruturas ja
conhecidas, com o objetivo destes novos farmacos serem mais efetivo, além de reduzir

os efeitos colaterais indesejaveis (CHANG et al., 2016).

2.9.1 Tiofeno e seu potencial antifungico

Os tiofenos sdo compostos heterociclicos com formula C4H4S, contendo um

anel de cinco membros, podendo ser encontrado em produtos naturais como petréleo
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e carvao, farmacologicamente ativos, muitos dos quais estdo sendo empregados em
uso clinicos regulares (MISHRA et al., 2011).

Os derivados tiofénicos, e 2-amino- tiofénicos tem se revelado importantes
intermediarios sintéticos para a quimica medicinal, permitindo a obtencdo de um
grande nimero de compostos bioativos apresentando diversas aplicacdes médicas e
biolégicas (PUTEROVA et al., 2009), das quais ja incluem: atividades antivirais
((BONINI et al., 2004), antitumorais (FERREIRA et al., 2006;), analgésico e anti-
inflamatorio (NIKOLAKOPOULOS et al., 2006), antiparasitario (RAM et al., 1997),
antimicrobianos, além de atividades antifungicas (MCKAY, et al., 2006; PINTO et al.,
2008).

Em um de seus trabalhos Mendonga Junior e colaboradores (2011) obtiveram
nos ultimos anos diversos resultados comprovando o potencial antifungico de
cicloalquil[bJtiofenos, onde observaram que 0S compostos que apresentaram
atividades mais promissoras foram os derivados que possuiam em sua estrutura um
porcao nitro-aromatica. Mais tarde, estudos de CADD (planejamento de farmacos
auxiliados por computadores), utilizando também o derivado 2-amino-tiofénicos
proporcionaram a obtencdo de informacgfes estruturais e eletrdnicas essenciais a
atividade antifingica destes derivados, onde se pode observar que a presenca de
grupos polares, aumenta a solubilidade em agua, por exemplo, do grupo NOz2,
considerados fatores importantes para a otimizacao da atividade antifiungica. O uso de
compostos quimicos que apresentam o grupo NO:2 na terapia de diversas doencas, ja
é conhecido (MENDONCA JUNIOR et al., 2011; SCOTTI et al., 2012; SOUZA et al.,
2012).
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3 ANALISE DOS RESULTADOS

3.1 ISOLADOS DE DERMATOFITOS DIAGNOSTICADOS

Foram analisadas 120 amostras biologicas coletadas de 97 pacientes, entre o
periodo de outubro de 2015 a fevereiro de 2016. Destes, oito (8,24%) dos pacientes

apresentaram diagnostico positivo para dermatofitose conforme a Tabela 3.

Tabela 3. Pacientes atendidos no Servico de Dermatologia do Hospital das Clinicas
da UFPE, e diagnosticados laboratorialmente com dermatofitose entre outubro de
2015 a fevreiro de 2016.

Identificacdo Espécie Sitio anatémico de Material biol6gico Ano de
de paciente coleta coleta
*HC 591 Trichophyton rubrum Unhas das méaos Escama ungueais 2015
HC 651 T. rubrum Unhas dos méaos Escamas ungueais 2015
HC 609 Microsporum gypseum  Posterior da cabe¢ca Escamas epidérmicas 2015
HC 610 T. rubrum Braco direito Escamas epidérmicas 2015
HC 628 T. rubrum Pés Escamas epidérmicas 2015
HC314 T. rubrum Unha das méaos Escamas ungueais 2016
HC 297 T mentagrophytes Interdigitais Escamas epidérmicas 2016
HC 786 M.gypseum Cabeca Escamas epidérmicas 2016

*HC — Hospital das Clinicas, da Universidade Federal de Pernambuco.
Fonte: Oliveira (2016)

Ao exame direto obtido dos oito pacientes positivos atendido no Servigo de
Dermatologia do Hospital das Clinicas como mostra a Tabela 3, foi possivel observar
a presenca de numerosos filamentos micelianos, hialinos, septados e/ ou
artrosporados, e obter o agente etiolégico em meio de cultura, confirmando 100% dos
oito casos positivos para dermatofitose, como mostra as Figuras 2 e 3. Trichophyton
mentagrophytes em meio &gar Sabouraud, apresenta colénias com textura
pulverulento de coloracdo variando de branco-amarelado ao castanho-avermelhado,
microscopicamente apresenta microconideos arredondados e agrupados, conforme a
Figura 3 (A, B e C). Trichophyton rubrum semeado em agar Sabouraud, apresenta
colonia de textura algodonosa, de cor branca, e com o tempo seu reverso adquire
coloragédo avermelhada, e microscopicamente apresenta microconideos regulares em
e possuem foram de lagrima, conforme o exposto na Figura 3 (D, E e F). Microsporum
gypseum é caracterizado por colénia de textura arenosa, apresentando coloracdo
amarelo-acastanhado, o reverso pode apresentar variagdo de cor, do laranja ao

marron, microscopicamente é caracterizado pela presenca de macroconideos com
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variacao de trés a sete septacOes de paredes finas, tendo a extremidade levemente

arredondada, ilustrado na Figura 3 (G, H e I).

Figura 2. Artrosporos observado ao exame direto com hidroxido de potassio a 20% na
objetiva 400x (a); numerosso filamentos septados e hialinos observados ao exame
direto na objetiva de 400x (b).
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Fonte: Oliveira (2016).

Figura 3. Colonia de Trichophyton mentagrophytes, verso (A); reverso (B); e
microscopia da colénia, com a presenca de microconideos arredondados e agrupados
(C). Coldnia de Trichophyton rubrum, verso (D); reverso (E); e microscopia da colonia,
com a presenca de microconideos irregulares e piriformes (F). Colonia de Microsporum
gypseum, verso (G); reverso (H); microscopia da colbnia com a presenca de
macronideos com variacdo de trés a sete septa(;oes (I)
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Fonte: Oliveira (2016).

3.2 ISOLADOS DA COLECAO DE CULTURAS/URM-UFPE, VIAVEIS
Adicionalmente foram adquiridos vinte e um isolados viaveis mantidos na

Colecao de Cultura/URM do Derpartamento de Micologia da UFPE, entre os vinte e
trés que foram solicitados. O numero de registro na Colecéo de Culturas, a espécie do
dermatofito, ano de depdsito e substrato de isolamento se encontram sumarizados na
Tabela 4. Foram solicitados dois isolados de Microsporum canis a Colegéo de Cultura
URM Derpartamento de Micologia da UFPE, porém os mesmos nao esporulavam,
deste modo, ndo se encontram em condicdes viaveis, entao foram retirados do teste,

pois a esporulacdo € um requisito necessario para a realizacdo do teste de
sensibilidade antifungica in vitro.



Tabela 4. Dermatéfitos viaveis estocados na Colecao de Culturas URM/UFPE,

isolados a partir de amostras clinicas.
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Numero de Ano de Substrado de
registro Espécie depdsito isolamento
URM 450 Trichophyton tonsurans 1955 ek
URM 700 T. tonsurans 1956 Couro cabeludo

URM 2668 Epidermophyton floccosum 1982 ok

URM 2822 T. tonsurans 1985 Couro cabeludo

URM 3182 E. floccosum 1990 Regido da virilha

URM 4741 T. tonsurans 2004 Nadegas

URM 4798 E. floccosum 2004 ok

URM 4967 T. tonsurans 2005 Couro cabeludo

URM 5110 E. floccosum 2005 Regiéo plantar

URM 5144 T. rubrum 2005 Regido glutea

URM 5431 T. mentagrophytes 2007 rx

URM 5432 T. mentagrophytes 2007 ok

URM 5516 T. tonsurans 2007 ok

URM 5479 Microsporum gypseum 2007 ok

URM 6199 M. gypseum 2010 Perna esquerda

URM 6213 T. rubrum 2010 Coxas

URM 6753 T. rubrum 2010 Rim transplantado

URM 6211 T. mentagrophytes 2010 Unha do pé direito

URM 6754 E. floccosum 2012 Rim transplantado

URM 6921 M. gypseum 2013 Canino

URM 6999 E. floccosum 2013 rx

***substrato ndo informado

Fonte: Oliveira (2016).

3.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO

. Na tabela 5, se encontram as concentracdes inibitorias minimas (CIM) para

cada molécula testada frente a trinta isolados, destes vinte e nove dermtéfitos e uma

cepa de referéncia Candida parapsilosis ATCC 22019. As quatro moléculas testadas

bem como o antifingico cetoconazol mostram atividade antifingica contra alguns

isolados de dermatofitos, assim como para a ATCC. Os isolados foram analisados a

um critério de 100% de inibicdo do crescimento fangico.

As moléculas de derivados nitrotiofenos-tiosemicarbaz6nicos NTT-3 e NTT-4,

apresentaram mais atividade comparado ao NTT-1 e NTT-2. Adicionalmente a
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molécula NTT-3 foi a mais efetiva, pois foi possivel determinar CIM frente a vinte e
cinco (83,33%) dos isolados, enquanto o NTT-4 foi efetivo em vinte e dois (73,33%)
isolados entre os trinta testados. O antifungico de referéncia cetoconazol apresentou
atividade antifungica para vinte e dois (73,33%) isolados. O NTT-4 demonstrou ter um
potencial bioativos tdo bom, quando comparado ao cetoconazol, porém menos bioativo
que o NTT-3, conforme a Tabela5.

De acordo ainda com a Tabela 5. Pode-se observar que para o isolado de
Epidermophyton floccosum URM2668, foi sensivel apenas a molécula NTT-4,
apresentando resisténcias as demais moléculas inclusive ao cetoconazol. O isolado
E. floccosum URM5110 o Microsporum gypseum URM5472, foi sensivel a todas as
moléculas de derivados de tiofenos bem como ao cetoconazol, no entanto, 0 NTT-4
apresentou o mesmo CIM, quando comparados ao cetoconazol. O isolado M. gypseum
URMG6921, apresentou resisténcia a trés moléculas do derivado de tiofeno, inclusive
ao cetoconazol, porém, apresentou sensibilidade ao NTT-3. Para o Trichophyton
rubrum HC591, observa-se resistente ao cetoconazol e a apenas uma (NTT-2)
moléculas do derivado de tiofenos, apresentado sensibilidade para as demais
moléculas testadas (NTT-1, NTT-3 e NTT4). Os isolados T. rubrum URM6753, T.
mentagropgytes URM621, T. tonsurans URM700, apresentaram resisténcia ao
cetoconazol, apresentando sensibilidade para as mesmas duas moléculas de
derivados de tiofeno (NTT-3 e NTT-4). O T. tonsurans URM4741, foi sensivel a duas
moléculas do derivado de tiofeno (NTT-1 e NTT-2), onde o mesmo apresentou
resisténcia ao cetoconazol.

Quando analisa-se com relacdo as moléculas do derivados de nitro-tiofenos,
apenas um isolado HC591 selvagem, dentre os oito, apresenta CIM méaximo de 1.024
pug.mLt para NTT-3, sendo este isolado resistente ao cetoconazol. Os demais
apresentaram CIM, relativamente baixos, quando comparados as concentracdes
utilizadas. Quando comparados com os isolados obtidos pela colecédo de culturas
URM, apenas seis isolados dentre os quinze; o T. rubrum URM5144, T. tonsurans
URMA450 e o T. tonsurans URM5516, apresentaram CIM maximo para o NTT-2. Jao
T. mentagrophytes URM6211 e T. tonsurans URM700, apresentaram CIM maximo
para o NTT-3, embora 0os mesmos apresentaram resisténcia ao cetoconazol. O T.
tonsurans URM5516 apresentou CIM maxima para o NTT-1 e NTT-2. Nos demais, em
alguns isolados € possivel observar até o mesmo CIM que o cetoconazol, ou CIM

bastante préximos.
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Os resultados obtidos neste estudo corroboram com resultados de outros
autores (MENDONCA JUNIOR et al., 2011; SOUZA et al., 2012), que evidenciaram
grande potencial antifangico de outros derivados de tiofenos 2-amino-substituidos
contra cepas de Candida spp e Criptococcus neoformans, leveduras bastante
patogénicas e que apresenta alta resisténcia aos antifingicos comercialmente
disponiveis. Os derivados de nitrotiofenos-tiosemicarbazona utilizados neste estudo
nao podem ser comparados com outras pesquisas, pois ndo existem estudos ainda
com estas quatro moléculas (NTT-1, NTT-2, NTT-3 e NTT-4), tampouco utilizando

cepas de dermatdfitos.

Tabela 5. Atividade antifungica dos quatro derivados nitrotiofenos-
tiosemicarbazénicos e cetoconazol contra dermatofitos obtidos de pacientes com
dermatofitose no do Servico de Dermatologia do Hospital das Clinicas/UFPE, entre
outubro de 2015 a fevereiro de 2016, e de isolados estocados na Colecdo de Culturas
URM do Departamento de Micologia da UFPE.

Identificac&o Compostos - CIMTvalores em pg.mL™*

Espécies de de
dermatofitos . NTT-1 NTT-2 NTT-3 NTT-4 Ceto*
dermatofitos
E. floccosum URM'2668 C C C 4 C
E. floccosum URM 3182 C C C C C
E. floccosum URM 4798 128 C 256 32 2tt
E. floccosum URM5110 64 512 16 4 41t
E. floccosum URM 6754 256 C 64 C 0.5t
E. floccosum URM 6999 8 8 4 8 0.51f
M. gypseum HC 609 C 128 8 16 4+t
M. gypseum HC 786 C 256 16 32 4+t
M. gypseum URM 5479 64 256 8 2 2tt
M. gypseum URM 6199 C C C C 8tt
M. gypseum URM 6921 C C 512 C C
T. rubrum HC 314 C 128 8 C 0.5t
T. rubrum HC 651 C C 128 256 0.0625tt
T. rubrum HC 591 32 C 1.024 256 C
T. rubrum HC 610 32 512 4 2 0.125tf
T. rubrum HC 628 C C C C 2tt
T. rubrum URM 5144 C 1.024 64 C 0.0625tt
T. rubrum URM 6213 128 256 64 16 0.2511



56

T. rubrum URM 6753 C C 512 512 C
T. mentagrophytes HC 297 C C 128 128 0.257t
T. mentagrophytes URM 5431 512 512 32 32 0.257t
T. mentagrophytes URM 5432 256 512 8 8 0.0625tt
T. mentagrophytes URM 6211 Cc Cc 1.024 1.024 c
T. tonsurans URM 450 C 1.024 128 64 0.511
T.tonsurans URM 700 Cc Cc 1.024 512 c
T. tonsurans URM 2822 C o 512 256 1tt
T. tonsurans URM 4741 512 1.024 o C C
T. tonsurans URM 4967 8 256 4 128 21t
T.tonsurans URM 5516 1.024 1.024 32 128 4t
C. parapsilosis ATCC# 22019 C C 64+t 32+t 0.125tf

TCIM — Concentragdo Minima Inibitéria; *Ceto - Cetoconazol; T1100% Inibigdo de Crescimento; C - Crescimento Testada em Alta
Concentragéo; ¥ATCC — Colecao de Culturas Tipo Americana; "URM — Coleg&o de Cultura URM/UFPE/Brasil; HC — Hospital das

Clinicas, Univerdidade Federal de Pernambuco; NTT-nitrotiofenos-tiosemicarbazonicos.

A Figura 4. Representa de forma ilustrativa a realizacédo do teste de sensibilidade in
vitro para cetoconazol e derivado do anel aromaticos de tiofenos frente a dermatofitos,

respectivamente.

Figura 4. Teste de sensibilidade antifungica in vitro de isolados de dermatofitos frente
a cetoconazol (a); Teste de sensibilidade antifangica in vitro de isolados de
dermatofitos frente aos quatros Nitrotiofeno-tiosemicarbazdnicos (NTTs) (b).

Fonte: Oliveira (2016).

3.4 MODELO DE DERMATOFITOSE IN VIVO

No modelo experimental de dermatofitose in vivo foi utilizado o isolado
Trichophyton mentagrophytes (URM-5432), por ter sido possivel determinar CIM de
todas as moléculas do derivados tiofenos frente a este isolado, além de ter sido

sensivel ao cetoconazol. Apds o primeira tentativa e quinze dias observando os
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animais, foi verificado atravées de exame direto e cultura que ndo houve
estabelecimento da lesé@o. Foi entdo realizado um segundo modelo experimental, onde
se manteve o0s procedimentos anteriormente positivo, havendo modificacdes
necessaria: 1) aumento da area lesionada de 2,5cm? para 3 cm?; 2) aplicar uma
suspensao com 200uL do indculo ao invés de colocar a coldnia de fungo diretamente
na pele do animal em experimento. Neste modelo experimental modificado também
nao foi verificado o estabelecimento da lesdo dermatofitica nos animais, porém, foi
verificado um avango positivo para as seguintes tentativas do in vivo. Foi adicionado
alguns procedimentos de descrito no trabalho realizado por THOMSON e
colaboradores, 2011, relatando o uso da betametasona topica (0,05%) que € um
imunossupressor local por sete dias. Foi realizado mais uma tentativa, agora com a
implementacédo do uso do imunossupressor tépico, e quinse dias apos a infeccao, foi
realizado o exame micologico direto, e mais uma vem sem sucesso, porem com uma
observacédo clinica promissora. Foi entdo realizado uma outra tentativa de modelo
experimental, nesta foram mantidos o0s procedimentos experimentais que
apresentaram sucesso: 1) lesdo com 3cm?; 2) aplicacdo de 200 pL da suspenséo do
inodculo; 3) aplicacdo do betametasona tépico por sete dias e adicionalmente foi
implementado a utilizacdo de outras duas metodologias descritas em (ODDS et al.,
2004 c; SUANTE et al., 2008) respectivamente. 1) aplicacdo injetavel de forma
subcutanea do valerato de estradiol, quatro dias antes da infec¢éo; 2) e a formacao de
barreira com vaselina solida, com o objetivo de impedir a dispersdo da suspensédo do
indculo

As dificuldades resproduzidas da dermatofitose em cobaias comumente
patogénicos em humanos, constatadas neste trabalho corroboram com os resultados
de Odds e colaboradores (2004) e Suante e colaboradores (2008).

Apbs 10 dias da infeccdo, foi observada lesdo como mostra a (Figura 5 A), e
hifas como mostra a (Figura 5 B), estruturas fangicas tipicas de dermatofitose em
parasitismo, e retrocultivo do dermatdfito com colonia (Figura 6 A) e micoscoépia do T.

mentagrophytes isolados de cobaia (Figura 6 B).
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Figura 5. Lesédo eritematosa e descamativa formada apos dez dias de desafio com o
dermatofito em dorso de rato Wistar imunossuprimido topicamente com betametasona
e sistemicamente com valerato de estradiol (a); hifas septadas e artroconideos
caracteristico de dermatofitos observados em imprint com fita adesiva corada com azul
de metileno, magnificagéo x400 (b).

\~ .

Fonte: Oliveira (2016).

Figura 6. Colonia com aspecto pulverulenta de coloracdo branca caracteristico de
Trichophyton mentagrophytes isolado de rato wistar apds dez dias da infeccdo (a);
presenca de hifas e microconideos arredondados ao exame direto observada da
cultura oriundo do rato Wistar em experimento caracteristico de Trichophyton
mentagrophytes (b).

Fonte: Oliveira (2016).

Apbs o estebelecimento da leséo e diagndstico, foi instituido o tratamento por
30 dias consecutivos com 0,02 mg/mL em 100uL a cada 24h de cetoconazol no grupo
de animais com dermatofitose, e 0,02 mg/mL em 100uL a cada 24h da molécula do
derivado de nitro-tiofeno (NTT-3) em outro gupo de animais com dermatofitose,
também por periodo de 30 dias consecutivos. Apos 30 dias dos grupos de animais

tratados utilizando com cetoconazol e 30 dias dos animais tratados com NTT-3,
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conforme a Figura 7, pode-se observar a melhora de ambas as lesdes, com

crescimento quase que totalmente dos pelos dos animais em experimento.

Figura 7. Tratamento com cetoconazol por 30 dias (a); tratamento com a molécula
NTT-3 por 30 dias (b); animal controle positivo sem receber nenhum tipo tratamento

(c).

Fonte: Oliveira (2016).

Apos dez dias da infeccdo foi observada por analise histopatologica da
presenca de reagéo inflamatoria agudas difusas, com a presenca de infiltrados difusos
linfocitose, com polimorfonucleares, bem como a presenca de acne, com o
envolvimento do bulbo que caracteriza a infec¢ao fungica, detectado em hematoxilina-
eosina (HE), o que caracteriza a infecgéo fungica, conforme mostrado na Figura8.

Figura 8. Avaliagdo histopatolégica da lesdo no dorso do rato Wistar. G2: grupo
controle positivo, demonstrando reacéo inflamatoéria com linfocitose difusa (HE) (a);
G3: ainda nédo tratado com cetoconazol, mostrando foliculite com infiltrados de
linfocitose (HE) (b); G4: ainda n&o tratado com nitro-tiofeno, mostrando reacao
inflamatéria com linfocitose (HE) (c); G4: Pele normal com 30 dias de tratamento com
nitro-tiofeno e foliculo piloso sem apresentar reacdo inflamatéria apés o tratamento
(HE) (d).
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Fonte: Oliveira (2017).

De acordo com a analise molecular utilizando os primers (GACA)s e (GTG)s
respectivamente, foi possivel verificar que o isolado obtivo da lesédo dermatofitica do
modelo experimental in vivo se trata do mesmo isolado que foi inoculado para causar
a dermatofitose nas cobaias, como mostra a Figura 9.

Figura 9. Analise molecular utilizando os primers (CAGA)s4 e (GTG)s respectivamente
do isolado (URM 5432) e do Trichophyton mentagrophytes oriundo da infeccéo
dermatofitica em Wistar utilizado como cobaia do modelo experimental in vivo.
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Fonte: Oliveira (2017).



61

Verificou-se que ndo foi possivel o estabelecimento do modelo experimental
in vivo de deramtofitose seguindo algumas metodologias, sendo necessaria algumas
modificacdes.

Observou-se que ndo é “simples” estabelecer modelo experimental in vivo de
dermatofitose em ratos wistar. E isto pode ser explicado por estes animais
apresentarem muita resisténcia a VAarios microorganismos, o que muitas vezes
dificultara o estabelecimento de algumas infec¢des. As dificuldades resproduzidas da
dermatofitose em cobaias comumente patogénicos em humanos, constatadas Neste
Trabalho Corroboram Com Os Resultados De Odds E Colaboradores (2004) E
SUANTE e colaboradores (2008).

Notou-se que as técnicas mais reprodutiveis para o estabelecimento da lesédo
dermatofitica sé foi possivel através da modificacdo de algumas metodologias
seguidas, tais como a de Thomson e colaboradores (2011), com a aplicacdo do
imunossupressor topico, e a aplicacdo do valerato de estradiol e a demarcacao
utilizando a vaselina sélida, descrito por ODDS et al., 2004 e SUANTE et al., 2008,
respectivamente.

As caracteristicas observadas nos cobaias do experimento inicialmente foi a
perda de peso e fezes diarreica durante a imunossupressao tépica, dez dias apos a
inoculacao fungica, houve o aparecimento de placas eritematosas e descamativas. Foi
observado que 100 pL, néo foi suficiente para causar a lesao, além da néo realizacdo
da imunossupressao tdpica e aplicagdo da imunossupressao hormonal.

A confirmacéo da dermatofitose no modelo experimental foi possivel através
do exame direto, cultura e realizacdo do histopatoldégico, muito embora o exame
histopatolégico nao seja realizado como um método de diagndstico rotineiro, porém
sua inclusédo no diagndstico foi realizada no propdésito de complementar e verificar a
resposta inflamatéria do dermatéfito quando atinge a camada queratina da pele e

foliculo piloso, demonstrado assim, o estabelecimento da verdadeira infecg¢ao.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados observados ao longo do desenvolvimento da pesquisa

podemos inferir que:

e Entre os pacientes com suspeita clinica de micose atendidos em um servigo
dermatolégico de referéncia, é possivel isolar dermatéfitos e diagnosticar a
dermatofitose em cerca de 8% dos casos;

e Colecédo de culturas com certificacdo de qualidade ISO 9001:2008 mantém a
viabilidade de espécies de dermatdéfitos em mais de 90% dos depdsitos;

e Tanto osisolados de dermatofitos clinicos como aqueles estocados em Colecdo
de cultura podem apresentar resisténcia in vitro ao cetoconazol, antifiingico de
referéncia no tratamento da dermatofitose;

e Derivados (nitrotiofenos-tiosemicarbamazonas) apresentam  potencial
antifangicos in vitro frente isolados de dermatofitos;

e Modelo experimental localizado de dermatofitose em ratos Wistar
imunossuprimidos tépico e sistemicamente é reprodutivel e possibilita
pesquisas a cerca de novas propostas terapéuticas e acompanhamento
histopatoldgica da micose com controle de cura;

e Derivado nitrotiofeno-tiosemicarbamazona possui capacidade de promover
cura clinica e laboratorial em ratos Wistar imunossuprimidos e infectados com
isolado clinico de Trichophyton mentagrophytes.
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APENDICE A — TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MENORES DE 12 a 18 ANOS - Resolucéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa (avaliacao in
vitro e in vivo do potencial antimicético de derivados do anel aromatico de tiofeno frente a
dermatofitos). Esta pesquisa € de responsabilidade da pesquisadora Erténia Paiva Oliveira,
Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cidade Universitaria — Recife/PE — 50.670.901, Recife-PE-
Telefone (81- 998913505), e-mail: oliveiraertenia@gmail.com, inclusive ligagbes a cobrar e

esta sob a orientacdo do: Prof. Reginaldo Gongalves de Lima Neto- Telefone para contato: (81
2126 8525), e-mail: goncalves reginaldo@hotmail.com .Participa também desta pesquisa o

pesquisador: Prof. Francisco Jaime Bezerra Mendonca Junior, Telefone para contato: (81 2126
8235)

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdo que ndo lhe seja
compreensiveis, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados e concorde com a realizagéo
do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que estd em
duas vias, uma via lhe sera entregue para que seus pais ou responsavel possam guarda-la e
a outra ficara com o pesquisador responsavel.

Vocé sera esclarecido (a) sobre qualquer davida e estard livre para decidir participar
ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito
seu. Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar um Termo
de Consentimento, podendo retirar esse consentimento ou interromper a sua participacao a

qualquer momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricao da pesquisa: Esta pesquisa tem como objetivo avaliar antifiungicos contra fungos
causadores de dermatofitoses (tipo de micose), em pacientes atendidos no servico de
dermatologia HC/UFPE possibilitando o diagnéstico e promovendo posteriormente uma

alternativa terapéutica contra dermatofitos (fungos que causam amicose).

» Esclarecimento do periodo de participacao do voluntario na pesquisa: A coleta de dados s6
se iniciara apos aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE. Havera a coleta
de material biol6gico, onde sera realizado escarificac6es no local que apresentar lesées
sugestivas de dermatofitoses, para posteriormente ser realizado o diagnéstico micolégico

laboratorial. As coletas seréo realizadas conforme a solicitacdomédica.
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» RISCOS diretos para o voluntario: Risco de desconforto e constrangimento no momento
da coleta, entretanto serédo utilizados para o desenvolvimento da referida pesquisa apenas
amostras bioldgicas tais como escamas epidérmicas, ungueais e pelos, que terdo
solicitacdo médica para diagndéstico micolégico, independente de execucao doprojeto.

Possivel perda de algum material biol6gico, entretanto o pesquisador se
compromete com a manipulacdo do material de forma adequada e segura. Possivel quebra
de sigilo ou extravio de algum dado do paciente. Como forma de minimizar esses riscos, o
pesquisador se compromete com a manipulacdo adequada e a confidencialidade dos dados

coletados conforme declaracdo anexada na plataforma brasil.

> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios.

A garantia de receber todos os esclarecimentos sobre “o instrumento de coleta de dados
(aplicacéo de questionario, entrevista, formulario)” antes e durante o transcurso da pesquisa,
podendo afastar-se em qualquer momento se assim o desejar, estando assegurado o absoluto
sigilo das informacgdes obtidas; b- A seguranca plena de que ndo sera identificado mantendo
o carater oficial da informacao, assim como, o paciente esta assegurada que a pesquisa nao
acarretara nenhum prejuizo individual ou coletivo; c- A seguranca de que ndo tera nenhum tipo
de despesa material ou financeira durante o desenvolvimento da pesquisa, bem como, esta
pesquisa ndo causara danos fisico ou mesmo constrangimento moral e ético ao entrevistado;
d- A garantia de que toda e qualquer responsabilidade nas diferentes fases da pesquisa é dos
pesquisadores, bem como, fica assegurado, podera haver divulgagéo dos resultados finais em
orgéos de divulgacgéo cientifica em que amesma seja aceita; e- Agarantia de que todo o material
resultante sera utilizado exclusivamente para a construcao da pesquisa e ficara sob a guarda
dos pesquisadores, podendo ser requisitado pelo entrevistado em qualguer momento.
Acrescentamos que 0s sujeitos envolvidos na pesquisa serdo diretamente beneficiados com o

diagndstico de seu possivel processo infeccioso, direcionando um tratamento rapido e eficaz.

As informacbes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados
coletados nesta pesquisa (idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos, etc), ficardo
armazenados em (pastas de arquivo no computador pessoal do pesquisador responsavel),
sob a responsabilidade do (Erténia Paiva Oliveira), no endereco (acima informado), pelo
periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagara nada para participar desta pesquisa. Se houver

necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores
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(ressarcimento de transporte e alimentagdo). Fica também garantida indenizacdo em casos
de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo
judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)
ASSENTIMENTO DO(DA) MENOR DE IDADE EM PARTICIPAR COMO VOLUNTARIO(A)

Eu, , portador (a) do documento de

Identidade (se ja tiver documento), abaixo assinado, concordo em

participar do estudo “avaliag&o in vitro e in vivo do potencial antimicotico de derivados do anel
aromatico de tiofeno frente a dermatofitos” como voluntéario (a). Fuiinformado (a) e esclarecido

(a) pelo (a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0 que vai ser feito, assim como os possiveis
riscos e beneficios que podem acontecer com a minha participagcdo. Foi-me garantido que
posso desistir de participar a qualquer momento, sem gue eu ou meus pais precise pagar

nada.

Local e data

Assinatura do (da) menor :

Presenciamos a solicitacdo de assentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do/a voluntario/a em participar. 02 testemunhas (nao ligadas a equipe

de pesquisadores):

Nome: Nome:
Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA ADULTOS IMPOSSIBILITADOS DE ASSINAR O TCLE - Resolug&o
466/12)

Convidamos o (a) Sr.(a) para participar, como voluntério (a), da pesquisa (avaliagéo in
vitro e in vivo do potencial antimicotico de derivados do anel aromatico de tiofeno frente a
dermatofitos), que esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) (Erténia Paiva Oliveira,
Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cidade Universitaria — Recife/PE — 50.670.901, Recife-PE-
Telefone (81 998913595), e-mail: oliveiraertenia@gmail.com , inclusive ligacées a cobrar e
esta sob a orientacdo de: Reginaldo Goncalves de Lima Neto Telefone para contato: (81 2126
8525), e-mail goncalves reginaldo@hotmail.com .Participa também desta pesquisa o
pesquisador: Francisco Jaime B. M. Junior, Telefone para contato: (81 2126 8235).

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que n&o lhe sejam
compreensivel, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados e concorde com a realizacdo
do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em
duas vias, uma via |lhe serd entregue para que possa guarda-la e a outra ficara com o
pesquisador responséavel. O (a) Sr.(a) ndo terd nenhuma despesa e nem recebera qualquer
pagamento para participar como voluntario(a).

O (a) Sr.(a) sera esclarecido (a) sobre qualquer davida e estara livre para decidir participar
ou recusar-se. Caso ndo aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito
seu. Para participar deste estudo, a pessoa autorizada por vocé devera assinar pelo (a) Sr.(a)
este Termo de Consentimento, podendo, também, retirar esse consentimento ou interromper
a sua participacao a qualquer momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricao da pesquisa: Esta pesquisa tem como objetivo avaliar antifingicos contra fungos
causadores de dermatofitoses (tipo de micose), em pacientes atendidos no servigo de
dermatologia HC/UFPE possibilitando o diagndstico e promovendo posteriormente uma

alternativa terapéutica contra dermatoéfitos (fungos que causam amicose).

» Esclarecimento do periodo de participacao do voluntario na pesquisa: A coleta de dados s6
se iniciara ap6s aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE. Haver4 a coleta
de material biol6gico, onde sera realizado escarificacdes no local que apresentar les6es
sugestivas de dermatofitoses, para posteriormente ser realizado o diagnéstico micoldgico

laboratorial. As coletas seréo realizadas conforme a solicitacdomédica.

» RISCOS diretos para o voluntério: Risco de desconforto e constrangimento no momento
da coleta, entretanto serdo utilizados para o desenvolvimento da referida pesquisa apenas
amostras biologicas tais como escamas epidérmicas, ungueais e pelos, que terdo

solicitacdo médica para diagnéstico micoldgico, independente de execucdo doprojeto.


mailto:oliveiraertenia@gmail.com
mailto:goncalves_reginaldo@hotmail.com

79

Possivel perda de algum material biol6gico, entretanto o pesquisador se
compromete com a manipulacéo do material de forma adequada e segura. Possivel quebra
de sigilo ou extravio de algum dado do paciente. Como forma de minimizar esses riscos, o
pesquisador se compromete com a manipulacdo adequada e a confidencialidade dos dados
coletados conforme declaragdo anexada na plataforma brasil.

> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios.

A garantia de receber todos os esclarecimentos sobre “o instrumento de coleta de dados
(aplicacéo de questionario, entrevista, formulario)” antes e durante o transcurso da pesquisa,
podendo afastar-se em qualquer momento se assim o desejar, estando assegurado o absoluto
sigilo das informacgdes obtidas; b- A seguranca plena de que ndo sera identificado mantendo
o carater oficial da informacao, assim como, o paciente esta assegurada que a pesquisa nao
acarretara nenhum prejuizo individual ou coletivo; c- A seguranca de que ndo tera nenhum tipo
de despesa material ou financeira durante o desenvolvimento da pesquisa, bem como, esta
pesquisa ndo causara dano fisico ou mesmo constrangimento moral e ético ao entrevistado;
d- A garantia de que toda e qualquer responsabilidade nas diferentes fases da pesquisa é dos
pesquisadores, bem como, fica assegurado, podera haver divulgacdo dos resultados finais em
orgéos de divulgacgéo cientifica em que amesma seja aceita; e- A garantia de que todo o material
resultante sera utilizado exclusivamente para a construgéo da pesquisa e ficara sob a guarda
dos pesquisadores, podendo ser requisitado pelo entrevistado em qualguer momento.
Acrescentamos que 0s sujeitos envolvidos na pesquisa serdo diretamente beneficiados com o

diagndstico de seu possivel processo infeccioso, direcionando um tratamento rapido e eficaz.

As informacgbes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participa¢do. Os dados
coletados nesta pesquisa (idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos, etc), ficaréo
armazenados em (pastas de arquivo no computador pessoal do pesquisador responsavel),
sob a responsabilidade do (Erténia Paiva Oliveira), no endere¢o (acima informado), pelo
periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em casos
de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo

judicial ou extra-judicial.
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Em caso de duavidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador(a)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGCAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, pelo meu representante legal, apés a escuta da leitura deste documento e ter tido a
oportunidade de conversar e esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel,
concordo em participar do estudo (avaliagdo in vitro e in vivo do potencial antimicético de
derivados do anel aromatico de tiofeno frente a dermatoéfitos), como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgéo de meu acompanhamento/
assisténcial/tratamento).

A rogo de , que é (ndo alfabetizadol/juridicamente

incapaz/ deficiente visual), eu assino o presente

documento que autoriza a sua participagdo nesteestudo.

Assinatura Local e data:

Presenciamos a solicitagcdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0

aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura:
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APENDICE C- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr.(a) para participar, como voluntario (a), da pesquisa (avaliacdo in vitro e
in vivo do potencial antimicético de derivados do anel aromatico de tiofeno frente a
dermatofitos), que esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) (Erténia Paiva Oliveira,
Av. Prof. Moraes Rego, s/n Cidade Universitaria — Recife/PE — 50.670.901, Recife-PE-
Telefone (81 998913595), e-mail: oliveiraertenia@gmail.com , inclusive ligacées a cobrar e
esta sob a orientacdo de: Reginaldo Gongalves de Lima Neto Telefone para contato: (81 2126
8525), e-mail goncalves reginaldo@hotmail.com .Participa também desta pesquisa o
pesquisador: Francisco Jaime B. M. Junior, Telefone para contato: (81 2126 8235).

Caso este Termo de Consentimento contenha informagbes que ndo lhe sejam
compreensivel, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados e concorde com a realizagédo
do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em
duas vias, uma via lhe serd entregue para que possa guarda-la e a outra ficara com o
pesquisador responsavel. O (a) Sr.(a) ndo tera nenhuma despesa e nhem recebera qualquer
pagamento para participar como voluntario(a).

O (a) Sr.(a) sera esclarecido (a) sobre qualquer davida e estara livre para decidir participar
ou recusar-se. Caso néo aceite participar, ndo havera nenhum problema, desistir € um direito
seu. Para participar deste estudo, a pessoa autorizada por vocé devera assinar pelo (a) Sr.(a)
este Termo de Consentimento, podendo, também, retirar esse consentimento ou interromper
a sua participacao a qualquer momento, sem nenhum prejuizo.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricao da pesquisa: Esta pesquisa tem como objetivo avaliar antifingicos contra fungos
causadores de dermatofitoses (tipo de micose), em pacientes atendidos no servico de
dermatologia HC/UFPE possibilitando o diagnéstico e promovendo posteriormente uma

alternativa terapéutica contra dermatofitos (fungos que causam amicose).

» Esclarecimento do periodo de participacdo do voluntario na pesquisa: A coleta de dados s6
se iniciara apos aprovacgio do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE. Havera a coleta
de material biolégico, onde seré realizado escarificagfes no local que apresentar lesdes
sugestivas de dermatofitoses, para posteriormente ser realizado o diagnéstico micolégico

laboratorial. As coletas seréo realizadas conforme a solicitagdomédica.

» RISCOS diretos para o voluntério: Risco de desconforto e constrangimento no momento
da coleta, entretanto serdo utilizados para o desenvolvimento da referida pesquisa apenas
amostras biologicas tais como escamas epidérmicas, ungueais e pelos, que terdo
solicitacdo médica para diagndstico micoldgico, independente de execucao doprojeto.

Possivel perda de algum material biologico, entretanto o pesquisador se
compromete com a manipulacdo do material de forma adequada e segura. Possivel quebra

de sigilo ou extravio de algum dado do paciente. Como forma de minimizar esses riscos, 0
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pesquisador se compromete com a manipulacdo adequada e a confidencialidade dos

dados coletados conforme declaracdo anexada na plataforma brasil.

> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios.

A garantia de receber todos os esclarecimentos sobre “o instrumento de coleta de dados
(aplicacao de questionario, entrevista, formulario)” antes e durante o transcurso da pesquisa,
podendo afastar-se em qualquer momento se assim o desejar, estando assegurado o absoluto
sigilo das informacfes obtidas; b- A seguranca plena de que nao sera identificado mantendo
o carater oficial da informacé&o, assim como, o paciente esti assegurada que a pesquisa nao
acarretara nenhum prejuizo individual ou coletivo; c- A seguranca de que ndo tera nenhum tipo
de despesa material ou financeira durante o desenvolvimento da pesquisa, bem como, esta
pesquisa ndo causara dano fisico ou mesmo constrangimento moral e ético ao entrevistado;
d- A garantia de que toda e qualquer responsabilidade nas diferentes fases da pesquisa é dos
pesquisadores, bem como, fica assegurado, podera haver divulgagéo dos resultados finais em
orgéos de divulgacgéo cientifica em que amesma seja aceita; e- Agarantia de que todo o material
resultante sera utilizado exclusivamente para a construcao da pesquisa e ficara sob a guarda
dos pesquisadores, podendo ser requisitado pelo entrevistado em qualquer momento.
Acrescentamos que 0s sujeitos envolvidos na pesquisa serdo diretamente beneficiados com o

diagnostico de seu possivel processo infeccioso, direcionando um tratamento rapido e eficaz.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificagdo dos voluntéarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacao. Os dados
coletados nesta pesquisa (idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos, etc), ficardo
armazenados em (pastas de arquivo no computador pessoal do pesquisador responsavel),
sob a responsabilidade do (Erténia Paiva Oliveira), no endere¢o (acima informado), pelo
periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagarda nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em casos
de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo
judicial ou extra-judicial.

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera
consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitéria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).
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Assinatura do pesquisador(a)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, pelo meu representante legal, apds a escuta da leitura deste documento e ter tido a
oportunidade de conversar e esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel,
concordo em participar do estudo (avaliacdo in vitro e in vivo do potencial antimicético de
derivados do anel aromatico de tiofeno frente a dermatoéfitos), como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupcdo de meu acompanhamento/
assisténcial/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante:

Impressao digital

(opcional)
Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0

aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura;
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APENDICE D- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolug&o 466/12)

Solicitamos a sua autorizagdo para convidar o (a) seu/sua filho (a) {ou menor que esté sob
sua responsabilidade} para participar, como voluntario (a), da pesquisa (avaliagao in vitro e in
vivo do potencial antimicético de derivados do anel aromatico de tiofeno frente a dermatofitos).
Esta pesquisa é da responsabilidade do (a) pesquisador (a) Erténia Paiva Oliveira, Av. Prof.
Moraes Rego, s/n Cidade Universitdria — Recife/PE - 50.670.901, e-mail:
oliveiraertenia@gmail.com , inclusive ligacdes a cobrar e esta sob a orientacao de: Reginaldo
Gongalves de Lima Neto Telefone para contato: (81 2126 8525), e-mail
goncalves reginaldo@hotmail.com .Participa também desta pesquisa o pesquisador:
Francisco Jaime Bezerra Mendoncga Junior, Telefone para contato: (81 2126 8225).

Caso este Termo de Consentimento contenha informacdes que n&o |he sejam
compreensiveis, as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde que o0 (a)
menor faca parte do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
que esta em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra ficarA com o pesquisador
responsavel.

Caso nao concorde, ndo havera penalizagdo nem para o (a) Sr.(a) nem para o/a voluntario/a
que esta sob sua responsabilidade, bem como serd possivel ao/a Sr. (a) retirar o
consentimento a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

» Descricdo da pesquisa: : Esta pesquisa tem como objetivo avaliar antifngicos contra
fungos causadores de dermatofitoses (tipo de micose), em pacientes atendidos no servigo
de dermatologia HC/UFPE possibilitando o diagnéstico e promovendo posteriormente uma

alternativa terapéutica contra dermatéfitos (fungos que causam amicose).

» Esclarecimento do periodo de participacdo do voluntério na pesquisa: A coleta de dados s6
se iniciara apés aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa do CCS/UFPE. Havera a coleta
de material biolégico, onde seré realizado escarificagfes no local que apresentar lesées
sugestivas de dermatofitoses, para posteriormente ser realizado o diagndstico micolégico

laboratorial. As coletas seréo realizadas conforme a solicitagdomédica.

» RISCOS diretos para o voluntério: Risco de desconforto e constrangimento no momento
da coleta, entretanto serdo utilizados para o desenvolvimento da referida pesquisa apenas
amostras biologicas tais como escamas epidérmicas, ungueais e pelos, que terdo
solicitacdo médica para diagndstico micoldgico, independente de execuc¢éo do projeto.

Possivel perda de algum material biologico, entretanto o pesquisador se

compromete com a manipulacao do material de forma adequada e segura. Possivel quebra
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de sigilo ou extravio de algum dado do paciente. Como forma de minimizar esses riscos, o
pesquisador se compromete com a manipulacdo adequada e a confidencialidade dos dados
coletados conforme declaragdo anexada na plataforma brasil.

> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios.

A garantia de receber todos os esclarecimentos sobre “o instrumento de coleta de dados
(aplicacao de questionario, entrevista, formulario)” antes e durante o transcurso da pesquisa,
podendo afastar-se em qualquer momento se assim o desejar, estando assegurado o absoluto
sigilo das informacfes obtidas; b- A seguranca plena de que nao sera identificado mantendo
o carater oficial da informacéo, assim como, o0 paciente esta assegurada que a pesquisa nao
acarretara nenhum prejuizo individual ou coletivo; c- A seguranca de que ndo tera nenhum tipo
de despesa material ou financeira durante o desenvolvimento da pesquisa, bem como, esta
pesquisa ndo causara dano fisico ou mesmo constrangimento moral e ético ao entrevistado;
d- A garantia de que toda e qualquer responsabilidade nas diferentes fases da pesquisa é dos
pesquisadores, bem como, fica assegurado, podera haver divulgagéo dos resultados finais em
orgaos de divulgacéo cientifica em que amesma seja aceita; e- A garantia de que todo o material
resultante sera utilizado exclusivamente para a construcdo da pesquisa e ficara sob a guarda
dos pesquisadores, podendo ser requisitado pelo entrevistado em qualquer momento.
Acrescentamos que 0s sujeitos envolvidos na pesquisa serdo diretamente beneficiados com o

diagnostico de seu possivel processo infeccioso, direcionando um tratamento rapido e eficaz.

As informacgbes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, nao havendo identificacdo dos voluntarios, a nao ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participacao. Os dados
coletados nesta pesquisa (idade, sexo, doenca de base, uso de medicamentos, etc), ficaréo
armazenados em (pastas de arquivo no computador pessoal do pesquisador responsavel),
sob a responsabilidade do (Erténia Paiva Oliveira), no endereco (acima informado), pelo
periodo de minimo 5 anos.

O (a) senhor (a) ndo pagard nada para participar desta pesquisa. Se houver
necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidos pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Fica também garantida indenizacdo em casos
de danos, comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo
judicial ou extra-judicial.

Em caso de dividas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera

consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco:
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(Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP:
50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador(a)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGCAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo
assinado, responsavel por , autorizo a sua
participacao no estudo (avaliag&o in vitro e in vivo do potencial antimicético de derivados do
anel aromatico de tiofeno frente a dermatofitos), como voluntario (a). Fui devidamente
informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos
nela envolvidos, assim como o0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha
participacdo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgdo de meu acompanhamento/
assisténcial/tratamento).

Local e data

Assinatura do participante: Impress
ao digital
(opcional

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e o0 aceite do voluntario em participar. (02 testemunhas nao ligadas a equipe de

pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura:
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APENDICE E- TERMO DE COMPROMISSO E CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: “Avaliacao in vitro e in vivo do potencial antimicético de derivados do anel
aromético de tiofeno frente a dermatdfitos.”

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto
Instituicdo/Departamento de origem do pesquisador: Universidade Federal de
Pernambuco/ Departamento de Medicina Tropical

Telefone para contato: (81) 2126 8525

E-mail: goncalves reginaldo@hotmail.com

O(s) pesquisador (es) do projeto acima identificado(s) assume(m) o compromisso de:

e Preservar o sigilo e a privacidade dos voluntarios cujos dados coletados e materiais
biol6gicos seréo estudados;

o Assegurar que as informagBes e materiais biolégicos serdo utilizados, Unica e
exclusivamente, para a execuc¢ao do projeto em questao;

e Assegurar que os resultados da pesquisa somente serdo divulgados de forma anénima,
ndo sendo usadas iniciais ou quaisquer outras indica¢cdes que possam identificar o voluntario
da pesquisa.

O(s) pesquisador (es) declara(m) que os dados coletados nesta pesquisa (fotos),
ficardo armazenados em pastas de arquivo no computador pessoal, sob a responsabilidade
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