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RESUMO

Micoses sao doengas que podem ser do tipo superficiais e profundas. As superficies afetam
desde pele e cabelo, at¢ as unhas. Sendo a onicomicose, ou micose de unhas a mais
predominante e afeta uma porcentagem significativa da populagio, além de ser reconhecida
como a infec¢do fungica mais dificil de ser diagnosticada e tratada. A terapia oral ¢ demorada
e leva a efeitos colaterais indesejados, e o tratamento topico ndo demonstra sucesso na
maioria das vezes devido a dificuldade do fArmaco antifingico em permear a lamina ungueal.
Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifingica de novas formulagdes
topicas contendo cloridrato de terbinafina contra o Trichophyton rubrum, Candida albicans e
parapsilosis. A metodologia envolveu o uso de formulagdes previamente desenvolvidas pelo
grupo de estudo do Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosméticos da Universidade
Federal de Pernambuco, inicialmente se realizou uma avaliagcdo da inibi¢do para o 7. rubrum
com o liquido receptor de um estudo de permeagdo in vitro realizado na etapa prévia de
desenvolvimento das formulagdes. Em seguida, utilizando um modelo in vitro adaptado,
verificou-se a atividade antifungica de nove formulagdes topicas dos tipos: microemulsdo,
termogel e cristal liquido. Os resultados demonstraram que a formulacdo microemulsdo 5 com
7% de farmaco (MES 7%) foi capaz de inibir a atividade antifingica do 7. rubrum no liquido
receptor e para C. parapsilosis no modelo in vitro, porém nao obteve bons resultados contra
C. albicans. Este estudo indica a importancia em continuar pesquisando novas formulacoes
para tratamento para a onicomicose, além de mostrar que a MES 7% tem um grande potencial
de inibicdo dos principais agente etioldgicos responsaveis pelas onicomicoses e se mostra

promissor para avangar para experimentos futuros.

Palavras-Chave: onicomicose; terbinafina; unhas; fungos; ensaio in vitro.



ABSTRACT

Mycoses are diseases that can be both superficial and deep-seated. Surfaces affect everything
from the skin and hair to the nails. Onychomycosis, or nail mycosis, is the most prevalent and
affects a significant percentage of the population, as well as being recognized as the most
difficult fungal infection to diagnose and treat. Oral therapy is time-consuming and leads to
unwanted side effects, and topical treatment is often unsuccessful due to the antifungal drug's
difficulty in permeating the nail plate. The aim of this study was therefore to evaluate the
antifungal activity of new topical formulations containing terbinafine hydrochloride against
Trichophyton rubrum, Candida albicans and parapsilosis. The methodology involved the use
of formulations previously developed by the study group at the Pharmaceutical and Cosmetics
Development Center of the Federal University of Pernambuco. Initially, an evaluation of the
inhibition of 7. rubrum was carried out using the receptor liquid from an in vitro permeation
study carried out in the previous stage of formulation development. Then, using an adapted in
vitro model, the antifungal activity of nine topical formulations was verified: microemulsion,
thermogel and liquid crystal. The results showed that microemulsion formulation 5 with 7%
drug (MES 7%) was able to inhibit the antifungal activity of 7. rubrum in the receptor liquid
and for C. parapsilosis in the in vitro model, but did not obtain good results against C.
albicans. This study indicates the importance of continuing to research new formulations for
the treatment of onychomycosis, as well as showing that ME5 7% has great potential for
inhibiting the main etiological agents responsible for onychomycosis and shows promise for

future experiments.

Keywords: onychomycosis; terbinafine; nails; fungi; in vitro assay.
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1. INTRODUCAO

As micoses sdo doengas causadas por fungos, podendo ser superficiais ou profundas.
Nas superficiais, a pele, unhas e cabelos podem ser acometidos (Somenzi et al.,2006). Elas
sdo tipicamente ocasionadas pela presenca de leveduras e fungos dermatofitos, e a
onicomicose (ONC) é considerada a infec¢io mais prevalente (Alvarez-Mosquera et al.,
2018). A ONC ¢ frequentemente reconhecida como a infeccdo fungica de unhas mais
desafiadora, em termos de diagndstico e tratamento. O tratamento ¢ geralmente demorado,
propenso a efeitos colaterais significativos e pode resultar em custos elevados para o paciente
(Silva et al., 2011).

Os fatores que influenciam o desenvolvimento da onicomicose podem ser
categorizados em: no sexo do paciente, problemas circulatorios periféricos, reducdo da
resisténcia imunologica, lesdes prévias e fatores de manutengdo, como ocupagdo, clima e
desequilibrios hormonais (Martins ef al., 2007). Em termos gerais, as unhas dos pés sao mais
propensas a serem afetadas, devido ao ambiente umido, escuro e aquecido dos calgados, que
favorece o crescimento desses patdgenos, que se nutrem principalmente de queratina.

Apesar das infecgdes fungicas nas unhas ndo causarem clinicamente uma grande dor,
elas podem servir de entrada para infec¢des bacterianas secundarias, apresentam grande
persisténcia e recidivas, sdo de dificil tratamento, e podem incluir alteracdes como
hiperqueratose, descoloragdo e fragilidade da lamina ungueal, além de deformidades nas
unhas afetadas.

Um dos agentes causadores da onicomicose dermatofitica destaca-se o fungo do
género Trichophyton, e dentre as leveduras, as do género Candida (Farwa et al., 2011). A
literatura tem documentado um aumento dessas infecgdes, onde as dermatofitoses sdo as
principais responsaveis por esta infec¢do. Pesquisas indicam que aproximadamente de 10% a
15% da populagdo global pode contrair uma infecgao por dermatéfitos em algum momento da
vida, com esses agentes representando cerca de 80-90% das infec¢des superficiais, seguidos
pelas leveduras do género Candida, que representam de 5% a 17% dos casos (Silva et al.,
2011).

A onicomicose ¢ vista como uma das condi¢des dermatoldgicas mais frequentes.
Entretanto, existe um problema em relacao ao tratamento, pois nota-se que as taxas de cura
sdo relativamente baixas, o que reflete tal desafio. Os medicamentos topicos disponiveis nao
sdo tdo eficazes devido a dificuldade em penetrar profundamente na unha, muitas vezes

requerendo a remocao mecanica da area afetada como parte do tratamento (Perusinha ef al.,
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2019). Logo, tratar onicomicose representa um desafio, visto que a lamina ungueal ¢ de dificil
penetragdo, pois sdo compostas principalmente de queratina, uma substancia ndo vascular e
resistente a penetragdo de muitos farmacos. Alcangar a cura pode levar um periodo
prolongado, muitas vezes um ano ou mais, uma vez que o crescimento da nova unha precisa
gradualmente substituir completamente a antiga, que estava infectada (Westerberg; Voyack,
2013).

O tipo e o tempo do tratamento vai variar de acordo com a gravidade das alteracOes
ungueais, do individuo e os efeitos adversos e interacdes medicamentosas que podem estar
envolvidas. Dentre as classes de medicamentos antifingicos aprovados para o tratamento de
onicomicoses temos as alilaminas, que tem como maior representante a terbinafina. O
cloridrato de terbinafina (TB-HCI) atua de maneira especifica, afetando uma etapa inicial na
producao de esterdis pelos fungos. Esse processo interfere na producdo de ergosterol e leva ao
acumulo de esqualeno no interior da célula fingica, resultando, por fim, na morte da célula
fungica (Funtyl: Cloridrato de Terbinafina [bula de medicamento], 2023).

Devido a queratina e a estrutura compacta da lamina ungueal, novas formulac¢des que
melhorem essa penetragdao dos antifingicos tém sido objeto de pesquisa (Ameen ef al., 2014).
Além do fato que o tratamento oral pode acarretar efeitos colaterais durante seu uso
prolongado.

Um medicamento antifungico ideal deve ter um amplo espectro de acdo, ser capaz de
se concentrar eficazmente no local da infecgdo, atingir niveis toxicos para o fungo sem
prejudicar o paciente, alcancar altas taxas de cura, minimizar interagdes medicamentosas
adversas e efeitos colaterais indesejados, além de ser economicamente acessivel (Singal;
Khanna, 2011).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifingica de novas
formulagdes topicas a base de terbinafina para tratamento de onicomicoses, contra fungos

dermatofitos e leveduras.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifiingica de novas formulac¢des a base de terbinafina para tratamento de

0nicoOmicoses.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a inibicdo fungica do liquido receptor apds estudo de permeacdo in vitro
contra Trichophyton rubrum.

e Avaliar atividade antifungica de novas formulagdes topicas do tipo microemulsao,
termogel e cristal liquido contra a Candida albicans e Candida parapsilosis.

e Definir a melhor formulagdo desenvolvida com base nos resultados das avaliagdes de

atividade antifingica.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 ESTRUTURA UNGUEAL

A compreensdo da estrutura ungueal, ou seja, a anatomia e composi¢do das unhas ¢é
fundamental para analisar e entender como funciona a permeac¢do de medicamentos frente a
doencas que podem vir a acometé-la. A unha ¢ uma estrutura complexa e especializada,
executando um papel nao apenas estético, como também de protegao.

Os elementos constituintes da unidade ungueal sdo:

e A matriz ungueal, responsavel pela geragdo das camadas que constituem a placa
ungueal, sendo elas a primeira que fornece a rigidez a unha. A intermediaria que
confere a flexibilidade e a ultima que produz o leito da unha.

e A lamina ungueal, formada a partir do processo de queratiniza¢ao ocorrido na matriz;

e O sistema cuticular, que inclui o eponiquio ou cuticula;

e O suporte, que € constituido pelo leito ungueal e a falange dssea;

e O leito ungueal propriamente dito, que situa-se abaixo da placa ungueal que se estende
desde a lunula até o hiponiquio. E constituida por queratina o que garante a adesdo;

® A porcao de ancoragem, formada pelo mesénquima especializado;

e (O arcabouco, composto pelas pregas ungueais: a proximal, a lateral e a distal

(Magalhaes et al., 2001; Silva, 2014)

Figura 1 - Anatomia da unha

Dobra ungueal proximal

Eponiguio
Leito ungueal

Hiponiguio —

Matnz |_||||:;||_||_'¢'||

Borda distal da lamina ungueal

|
i

Lamina ungueal

Ldnula

Eponigquio

Fonte: Barbosa et al., 2013

A unha ¢ composta essencialmente por queratina, sendo a placa ungueal formada por

varias camadas de células mortas preenchidas de queratina, que continuam a movimentagao
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em dire¢do as pontas dos dedos, visto que a matriz germinativa ndo para o seu crescimento.
(Varella, 2020)

As unhas humanas podem refletir problemas de satide subjacentes, condigdes médicas
como deficiéncias nutricionais e desequilibrios hormonais, além de poderem ser acometidas
por varios disturbios ungueais especificos, como infec¢des, psoriase, até alteracdes de
coloracdo e inflamagdes. Entretanto, a ldmina ungueal ¢ uma barreira sdlida, que apresenta
resisténcia a penetragdo, inclusive a de medicamentos, além de ao ser comprometida, a
recuperagdo torna-se dificil. Destas doencas, a onicomicose € a mais comum em adultos
(Elsayed, 2015).

Assim, estudar a estrutura da unha € crucial para compreender a saide humana de uma
maneira mais especifica. Através da analise da composi¢ao e funcionamento da unha, pode-se

compreender de maneira geral o estado de saude e os possiveis tratamentos.

3.2 ONICOMICOSES

A palavra "onicomicose" ¢ derivada das palavras gregas onyx, que significa unha, e
mykes, que significa fungo. ONC ¢ uma infec¢do fungica de unhas ¢ uma condi¢do comum
que afeta as unhas dos dedos dos pés e maos. Pode afetar um ou mais componentes do
aparelho ungueal, incluindo a ldmina ungueal, a matriz e o leito ungueal. Ela vai ocorrer
quando o fungo invadir e se proliferar na unha resultando em alguns sintomas como por
exemplo, descoloragdo, fragilidade, deformagdo e em casos graves separacao da unha do leito
ungueal.

Ela pode ser provocada por fungos dermatdfitos, filamentosos ndo dermatdfitos ou
leveduras, mas a maioria dos casos sdo por dermatoéfitos. (Soares et al., 2020) A frequéncia da
doenga aumenta por diversos fatores de risco, tais como o envelhecimento, a conformagao
anormal das unhas, fragilidades no sistema imunolédgico, influéncias genéticas entre outros
(Tabela 1). Devido a sua ampla disseminacdo, a onicomicose representa um desafio
significativo para a saude, uma vez que pode acarretar implicagdes adversas, como dor,
desconforto e limitagdes fisicas. Além das limitacdes de natureza psicologica e social
ocasionadas pela ONC, que tem o potencial de afetar tanto no ambito profissional quanto no
social (Gupta; Mays, 2018).

A prevaléncia global estimada da ONC ¢ de aproximadamente 2%, com uma variagao
notavel de 30 a 60% em individuos com mais de 70 anos de idade. Além disso, ¢ importante

destacar que em pacientes com o sistema imunoldgico comprometido, a onicomicose pode
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servir como um ponto de entrada para infec¢cdes oportunistas (Antunes, 2013).

A ONC pode ser categorizada em 5 tipos de acordo com Singal; Khanna (2011).
1 - Onicomicose subungueal distal e lateral: a mais comum em 90% dos casos. O fungo
penetra através do sulco ungueal subungueal distal e lateral, adentra a camada cornea do
hiponiquio e/ou leito ungueal, e se propaga em direcdo a base da unha, indo contra o seu
processo natural de crescimento. Posteriormente, ele avanga através da face inferior da 1amina
ungueal, causando o seu escurecimento e opacidade. A espécie causadora mais comum ¢

Trichophyton rubrum (T. rubrum).

Figura 2 - Onicomicose subungueal distal e lateral

Fonte: Mendoza et al., 2012

2 - Superficial branca: apenas 5% dos casos, e com maiores ocorréncias em criangas. Trata-se
de um padrao caracteristico que tem maior impacto nas unhas dos pés, com a lamina ungueal

sendo o local principal de infecgao.

Figura 3 - Onicomicose superficial branca

Fonte: Mendoza et al., 2012

3 - Subungueal proximal: a menos comum, normalmente associada a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida. Inicialmente, o fungo surge na regido abaixo da camada ungueal
proximal, avanga em direcdo a matriz subjacente e, posteriormente, se dissemina em direcao a

extremidade distal sob a lamina ungueal. A infeccdo se desenvolve na substincia da placa
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ungueal, mantendo, no entanto, a integridade de sua superficie.

Figura 4 - Onicomicose subungueal proximal

Fonte: Mendoza et al., 2012

4 - Onicomicose Endonix: Trata-se da invasdo da ladmina ungueal, em que a infec¢ao se
origina na polpa, semelhante a ONC subungueal distal e lateral. No entanto, em vez de afetar
o leito ungueal, o fungo penetra na queratina distal da 1amina ungueal, resultando na formagao
de manchas brancas opacas, sem a presenca de hiperqueratose subungueal ou onicolise.

Figura 5 - Onicomicose endonix

Fonte: (Souza; Souza; Botelho, 2013).

5 - Onicodistrofia total: ¢ a forma mais grave da doenca (Schalka ef al., 2012). A lamina
ungueal sofre uma deterioracdo completa, levando ao colapso e a perda da unha, resultando
em um leito ungueal anormalmente espesso. Essa condi¢cdo pode ocorrer como uma

consequéncia secundaria de qualquer um dos quatro padrdes principais.
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Figura 6 - Onicomicose total

Fonte: Mendoza et al., 2012

Os fungos que geralmente causam onicomicose pertencem aos géneros Irichophyton,
Epidermophyton e Candida . Eles se desenvolvem em ambientes imidos e quentes, como 0s
sapatos, ambientes publicos como piscinas e chuveiros, € em pessoas com sudorese excessiva.
Além disso, individuos com sistemas imunoldgicos comprometidos, diabetes mellitus, ma
circulagdo sanguinea ou que sofreram lesdes prévias nas unhas tém maior risco de
desenvolver onicomicose.

Tabela 1 - Lista com os fatores de risco para onicomicose
Aumento de Idade
Sexo do paciente
Tendéncia genética e atopicas
Influéncias genéticas
Mau estado geral da satde
Trauma ungueal frequente
Contato ambiental com patogenos
Climas quentes e umidos
Atividades esportivas
Instalagdes de banho compartilhadas
Prevaléncia de tinea pedis (pé de atleta)
Diabetes
Fragilidades no sistema imunoldgico

Problemas circulatorios periféricos

Fonte: Adaptado de (Baran; Kaoukhov, 2005)
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3.3 AGENTES ETIOLOGICOS

A infec¢do por dermatofitos atinge cerca de 40% da populagdo mundial, representando

cerca de 80 a 90% como patdégeno mais frequente para a onicomicose, leveduras 5 a 17%,

seguido de fungos filamentosos nao dermatofitos de 2 a 12%. A distribui¢do desses patdogenos

nao ¢ uniforme, pois estd sujeita a diversos fatores, como clima, migracao e localizagao
geografica.

A onicomicose ¢ predominantemente causada por dermatdfitos, especialmente

Trichophyton rubrum, assim como por Candida spp. € outros tipos de fungos nado

dermatofitos (Aratjo et al., 2003; Antune, 2013).

3.3.1 Trichophyton rubrum

O fungo dermatofito Trichophyton rubrum destaca-se como uma das espécies mais
proeminentes e clinicamente significativas dentro do género Trichophyton, que engloba uma
diversidade de fungos responsaveis por infecgcdes cutaneas tanto em seres humanos como em
outros animais. 7. rubrum ¢é especialmente reconhecido por sua preferéncia pela pele e pelas
unhas, sendo um dos principais agentes causadores de infecgdes fingicas dermatofiticas em
seres humanos.

O T. rubrum foi primeiramente isolado por Castellani em 1910, quando j& havia sido
identificada a maioria dos dermatofitos (Fernandes, 2011). No século XIX, sugeriu a hipotese
que esses fungos pudessem ser os agentes causadores da forma cronica de tinea corporis. A
partir de entdo, o 7. rubrum se espalhou pelo mundo como agente etiologico de onicomicoses
(Silveira, 2007). Indicios genéticos sugerem que o dermatéfito tenha se originado na Africa e
tenha sido disseminado para a Europa e outros continentes por meio da imigracao (Brash,
2007).

Ele ¢ um fungo filamentoso, patogénico e o mais prevalente entre as micoses causando
tinea corporis, tinea pedis e tinea unguium. Apesar da significdncia desse dermatofito,
especialmente devido a sua alta incidéncia, ha uma falta de conhecimento substancial sobre
sua biologia devido a auséncia de ciclos sexuais e parassexuais documentados. Este
organismo pertence ao Reino Fungi, especificamente a divisdo Ascomycota. Particularmente,
as colonias desse fungo sdo de cor branca e exibem uma notavel variacdo fenotipica quanto a
pigmentacao vermelha no verso das coldnias (Silveira, 2007).

Hamdan e Santos (2005) observaram que 7. rubrum ¢ o fungo responsavel por até
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70% de todas as infec¢des por dermatdfitos. Em especifico das onicomicoses ele chega a ser o
agente de 71% dos casos (Faergemann; Baran, 2003). Assim, ¢ indispensavel conhecé-lo para
que a melhor abordagem de tratamento, visto que Mukherjee et al. (2003) afirmou que as
infec¢des provocadas por 7. rubrum costumam ser marcadas por recorréncias frequentes apds
a interrupcao do tratamento.

Logo, para a identificacdo do fungo deve ser realizada uma andalise mais detalhada
com base nas caracteristicas macroscopicas ¢ microscopicas (loannidou et al., 2006). Urcia,
Guevara (2002) informaram que nas colonias desse fungo microscopicamente, ¢ possivel
observar microconidios laterais em forma de lagrima ou pera, unidos em angulo reto e

alternados a hifa e macroconidios fusiformes que podem estar presentes no cultivo (Figura 7).

Figura 7 - Caracteristicas microscopicas do Trichophyton rubrum

rnacroconidlm\

r_mlnrounnldlns

Fonte: Brasil, 2013. Disponivel em: https://encurtador.com.br/tNY58. Acesso em: 26/09/2023

Ademais, macroscopicamente as coldnias sdo de cor branca algodonosa, consisténcia
dura e apresentam pigmento cor de vinho que se difunde no meio de cultivo, o que ¢

visualizado no verso da colonia (Figura 8).

Figura 8 - Aspecto das colonias de Trichophyton rubrum em Agar Sabouraud

A - anverso da colonia/ B - verso
Fonte: Tomé, 7 Jan. 2012. Disponivel em:https://abre.ai/trichopytomrubrum Acesso em: 26/09/2023
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3.3.2 Candida spp.

O género Candida possuem espécies de leveduras, muito reconhecidas por sua
capacidade de causar infec¢des fungicas em diferentes partes do corpo, incluindo as unhas.

As leveduras desse género sdo encontradas em diversos ambientes, incluindo solo,
alimentos e agua, além de fazerem parte da microbiota tanto de seres humanos quanto de
animais. Esses micro-organismos realizam a degradagdo de proteinas e carboidratos para obter
os elementos essenciais, carbono e nitrogénio necessarios para o seu crescimento. Uma
caracteristica notavel das leveduras ¢ sua capacidade adaptativa, que lhes permite se
desenvolver tanto em ambientes ricos em oxigénio quanto em ambientes anaerdbicos, onde o
oxigénio ¢ escasso. A reprodu¢do da maioria das espécies de leveduras ocorre
assexuadamente, através da formacgao de estruturas chamadas blastoconidios. No entanto,
algumas espécies tém a capacidade de se reproduzir de forma sexuada (Giolo; Svidzinski,
2010).

Estes microorganismos apresentam-se micromorfologicamente como células globosas,
ovaladas ou alongadas. A identificacdo do género Candida comega com a observagao inicial
da morfologia das colonias. Quando examinadas macroscOpicamente em meios de cultura,
como o agar Sabouraud, as leveduras normalmente formam coldnias de aparéncia cremosa,
exibindo uma variedade de tons do branco ao creme (Miranda, 2007).

As leveduras pertencentes ao género Candida desempenham um papel significativo
devido a frequéncia elevada com que colonizam e provocam infecgdes no organismo humano.
Em cerca de 20% a 80% da populagdo adulta saudavel, ¢ possivel encontrar espécies de
Candida no trato gastrointestinal. Entre as mulheres, aproximadamente 20% a 30%
apresentam coloniza¢do vaginal. Esses microorganismos, que normalmente convivem em
harmonia com o corpo, podem se tornar agentes patogénicos caso ocorram alteracdes nos
mecanismos de defesa do hospedeiro ou quando barreiras anatdmicas sdo comprometidas,
seja devido a queimaduras, procedimentos médicos invasivos ou lesdes em geral (Colombo;
Guimaraes, 2003).

Elas sdo detectadas pouco apos o nascimento na cavidade oral do recém-nascido e
durante um periodo de duas a trés semanas, elas colonizam todo o trato gastrointestinal da
crianca. Essa coexisténcia das leveduras com o hospedeiro persiste ao longo da vida, sendo
encontradas nas diversas comunidades microbianas humanas até a formagao da microbiota
permanente. No entanto, em situagdes em que os mecanismos de defesa do hospedeiro estao

comprometidos, como no caso de imunocomprometimento, as leveduras do género Candida
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podem se transformar em agentes patogénicos oportunistas (Antunes, 2013).

O aumento na frequéncia das leveduras consideradas causadoras de onicomicoses tem
sido associado a diversos fatores propensos, tanto sistémicos quanto locais. Entre os fatores
sistémicos notaveis estdo o aumento no uso de antibidticos de amplo espectro, o crescente
emprego de imunossupressores em pacientes submetidos a transplantes, influéncias genéticas,
predisposi¢des atdpicas, o aumento na quantidade de pacientes com sistemas imunologicos
comprometidos € 0 aumento na expectativa de vida da populagdo, bem como a sobrevivéncia
de pacientes em estado grave (Souza et al., 2007). At¢ mesmo pessoas saudaveis que
participam de atividades esportivas que envolvem o compartilhamento de banheiros e
vestidrios estdo suscetiveis a esta doenca. No que diz respeito as infecgdes causadas por
leveduras, os fatores locais sdo frequentemente considerados tdo cruciais quanto, ou até mais,
do que os fatores sistémicos. Isso inclui traumas frequentes nas unhas, uso de cal¢ados
apertados e pouco ventilados, o que pode resultar em onicdlise, frequente utilizagdo de
piscinas publicas, academias ou chuveiros comunitarios e excessiva exposi¢cdo a umidade
(Baran; Kaoukhov, 2005).

Os sinais clinicos que geralmente sao observados nas unhas, quando acometidas por
onicomicoses do género Candida sdo onicolise, queratose subungueal, alteragcdo de coloragao,
branco-amarelado até o acastanhado (melanoniquia), onicorrexe e onicodistrofia. A medida
que a lesdo “avanga" pode causar desconforto, dor, parestesia e implicagdes nas atividades
diarias (Silva et al., 2020).

Na onicomicose causada por Candida o organismo tem a capacidade de invadir toda a
lamina ungueal, podendo gerar uma infec¢do com paroniquia associada, uma ONC distal,
além de ser oportunista em casos de individuos imunossuprimidos afetando a unhas da mao e
pés, por fim, podendo chegar a uma distrofia total (Smythe et al., 2004).

Segundo estudo realizado por Souza e colaboradores (2007), foi analisada a frequéncia
de onicomicose por leveduras, e dentre as leveduras encontradas se destacou as do género
Candida (91,24%) e duas das espécies mais frequentes foram C. parapsilosis e C. albicans,

que serdo as espécies utilizadas nesta avaliacao.
3.3.2.1 Candida albicans
Candida albicans ¢ um tipo de fungo leveduriforme que faz parte da microbiota

natural do corpo humano, sendo ela um patégeno oportunista que ¢ frequentemente

encontrado nas superficies mucosas de individuos saudaveis. Essa espécie de fungo esta
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altamente adaptada ao corpo humano, permitindo-a colonizar essas superficies sem provocar
sintomas de doenga em circunstancias fisiologicas normais. A colonizacdo por Candida nas
mucosas ocorre rotineiramente em todos os seres humanos durante ou logo apds o
nascimento, o que pode potencialmente levar ao risco de infecgdes endogenas (Alvares ef al.,
2007).

Essa levedura coloniza comensalmente a cavidade gastrointestinal, urogenital,
oral-nasal e a pele. No entanto, quando a imunidade do hospedeiro ¢ suprimida, ela pode se
espalhar para nichos ndo comensais, resultando em colonizagdo perigosa e doenga invasiva.
As micoses associadas a C. albicans tém uma prevaléncia anual de 300.000 casos, com uma
mortalidade associada de até 55% nas unidades de cuidados intensivos europeias (Lopes et
al., 2015).

Para iniciar a infecgdo no hospedeiro, C. albicans ativa fatores de viruléncia, como
adesdo e modificagdes em seu fendtipo e morfologia, que sdo essenciais para o éxito do
processo infeccioso (Calderone; Fonzi, 2001). Embora tenha uma importancia global
relevante, existem restrigdes de informagdo quanto aos fatores envolvidos na patogénese do
fungo de maneira geral. No entanto, h4 cada vez mais evidéncias que indicam que a viruléncia
desse organismo ¢ influenciada por multiplos fatores (Morris-Jones ef al., 2005).

Ela também ¢ o agente causal mais comum de onicomicoses em pessoas com diabetes,
que vivem com HIV/AIDS e doengas autoimunes (Lima, 2008). Além disso, pessoas que
fazem uso de antibidticos podem matar bactérias comensais que ajudam no controle do

crescimento da Candida, ficando assim mais suscetiveis a estas micoses.

3.3.2.2 Candida parapsilosis

A Candida parapsilosis ¢ um fungo leveduriforme que também pode vir a tornar
patogénicas em pessoas com o sistema imunologico comprometido. Ele esta se tornando cada
vez mais prevalente como um patdégeno humano. Nos EUA, Canadd e América Latina, C.
parapsilosis ¢ a segunda espécie de Candida mais comumente isolada em hemoculturas. Em
alguns hospitais europeus, C. parapsilosis até supera C. albicans. Embora haja poucos
conhecimentos especificos sobre seus fatores de viruléncia, sabe-se que esse fungo produz
lipases, que podem ter uma associagdo com a patogénese (Gacser et al., 2007).

Inicialmente, a C. parapsilosis foi identificada como uma levedura ndo patogénica
sem importancia clinica significativa. Entretanto, o aumento na utilizagdo de dispositivos

médicos, nutricdo parenteral e ocorréncia de infecgdes hospitalares a transformaram em uma
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das espécies fungicas mais relevantes na induc¢do de infecgdes sanguineas, especialmente em
neonatos gravemente enfermos e pacientes imunocomprometidos (Goémez-Molero et al. 2021)

Em estudo realizado no municipio de Sdo José¢ do Rio Preto, por Martins et a/ (2007)
com 200 fragmentos de unha de 184 pacientes que estavam com suspeitas clinicas de
onicomicoses, foi constatado que C. parapsilosis foi prevalente em ONC com distrofia total
e/ou area distal lateral. E com o isolamento dos fungos se verificou que 142 (71%) das
pessoas realmente estavam positivadas, sendo 98 com ONC provocada por leveduras,
havendo uma incidéncia de C. parapsilosis em 47%. Assim, nota-se a importancia em se

estudar esse fungo que vem ganhando seu espago como agente etioldgico de ONC.

3.4 TRATAMENTO DE ONICOMICOSES

A escolha do tratamento para um infeccdo ungueal ¢ determinada pela localizagao,
extensdo e gravidade das lesdes, além da idade do paciente e a espécie do fungo que esta
envolvido na causa da infec¢do. Igualmente, eficcia, seguranca e disponibilidade do fairmaco
sao levados em consideragao (Torres, 2005).

Atualmente, existem diversos agentes antifingicos frequentemente utilizados na
pratica clinica. Esses medicamentos podem ser classificados como fungicidas, ou seja,
aqueles que tém a capacidade de destruir as células fungicas, ou fungistaticos, que sdo agentes
que apenas inibem o crescimento do fungo (Pereira, 2009).

A ONC pode ser tratada de trés maneiras: via topica, via sistémica ou associagdo de
ambas, dependendo do perfil do fungo, do sitio acometido, da extensdo da lesdo, entre outros
fatores. (Pereira, 2012) E independente da terapia utilizada Singal; Khanna (2011) afirmam

que os desfechos desejados sdo micoldgicos, clinico e cura completa:

a) Cura micolégica: ¢ definida como microscopia e cultura negativas;
b) Cura clinica: como unha sem sinais clinicos de onicomicose;
c) Cura completa: como tendo a cura micoldgica e clinica.
Em situagdes graves, ¢ possivel que até 10% da superficie da unha permaneca com

uma aparéncia anormal, mesmo ap6s a completa erradicag¢do da infec¢do fungica.

3.4.1 Tratamento topico

A terapia topica ¢ normalmente usada para tratamento de micoses superficiais, a
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menos que a infecgdo seja disseminada ou envolva uma area extensa. Os antifingicos topicos
sdo aplicados localmente na lesdo e podem ser em forma de géis, cremes, solugdes, pos € em
especifico para unhas esmaltes ou pomadas ( Torres, 2005; Van Minnebruggen ef al., 2010).

No inicio do manejo da doenga, pomadas e solugdes topicas normalmente sao usadas.
Mas a queratina ungueal ¢ compacta e dura, assim, o acesso do medicamento aos organismos
causadores da infeccdo fica restringido. Como também, as opg¢des de tratamento anteriores
tinham propriedades farmacé€uticas de baixa qualidade e um espectro de agao inespecificos, o
que consequentemente levaram a baixo resultados com esse tipo de terapia (Baran; Kaoukhov,
2005; Thomas et al., 2010)

Mesmo que os agentes topicos permitam a maior proximidade do local da infeccdo,
algumas areas ainda podem ser relativamente inacessiveis e manter concentragdes ineficazes
do medicamento, além do fato que solucdes, cremes e pomadas serem facilmente removidas
com agua ou limpeza o que reduz ainda mais a distribuicdo eficaz do tratamento. Atualmente
as opcdes de terapia topica sdo definidas apenas para o manejo de onicomicoses superficiais e
menos graves. Novos agentes antifungicos foram formulados para melhorar a penetragdo na
unidade ungueal e aumentar a eficacia terapéutica. (Gupta; Tu, 2006; Thomas ef al., 2010)

Ainda assim, o uso do medicamento topico reduz interagdes medicamentosas e efeitos
colaterais que outra via poderia trazer, o que aumenta adesdo ao tratamento pelos pacientes
que utilizam o tratamento. Segundo Singal; Khanna (2011), algumas indicagdes para o uso da

monoterapia topica sao:

1- Envolvimento limitado a 50% distal da lamina ungueal, envolvimento de 3 ou 4 unhas.
2- Nao hé envolvimento da area matricial.

3- Onicomicose branca superficial .

4 - Em criangas com unhas finas e de crescimento rapido.

5 - Como profilaxia em pacientes com risco de recorréncia.

6 - Pacientes onde a terapia oral é inadequada (Singal; Khanna, 2011)

Gupta e Tu (2006) trazem alguns dos tratamentos tdpicos mais convencionais
utilizados ultimamente.

Os esmaltes, sendo eles desenvolvidos com amorolfina e ciclopirox como ativos. Apos
a aplicagdo, a evaporagdo do solvente na formulagdo ocorre, resultando no aumento do teor
ativo de farmaco. Esse processo proporciona o elevado gradiente de concentragdo necessario

para garantir a maxima penetracdo através da lamina ungueal. A concentracdo elevada do
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ingrediente ativo ¢ entdo mantida na ldmina ungueal gracas aos componentes da formulagao
do verniz, como o solvente, o polimero e o plastificante, os quais podem otimizar e controlar a
liberacdo do agente antifingico. Essa formulacao também estende a permanéncia do ativo em
contato com a lamina ungueal, o que, por sua vez, amplia as chances de sucesso no

tratamento.

a) Esmalte de Ciclopirox: Os pesquisadores propdem a possibilidade de que o ciclopirox
atue como um agente quelante, exercendo principalmente seu efeito sobre as enzimas
mitocondriais dos fungos que dependem do ferro. A penetragdo do esmalte foi
avaliada in vitro ap6s uma Unica aplicagdo nas unhas com ONC. Apds 24 horas, um
gradiente de concentragdo antifingica era aparente, com concentragoes médias
variando de 7,8 pug/ mg na regiao superior ¢ 0,034 pg/mg na camada mais profunda.
As concentragdes de ciclopirox que chegaram ao leito ungueal excederam entdo a
concentragdo minima de inibicdo (CIM) para a maioria dos organismos fungicos

responsaveis pela ONC (Gupta e Tu, 2006).

A penetracdo do ciclopirox dentro e através da ldmina ungueal também foi avaliada
em outros estudos prévios com voluntarios saudaveis de acordo com Baran; Kaoukhov
(2005). No primeiro estudo, 5 pessoas aplicaram o esmalte de ciclopirox a 8% diariamente
por 45 dias, e removendo uma vez por semana. A concentragdo média do farmaco aumentou
ao longo dos dias e no ultimo atingiu 6,8 pg/mg. Notavelmente, apesar de ainda haver
vestigios minimos de ciclopirox na unha 14 dias apds o tratamento, as concentragdes médias

sofreram uma redugao consideravel.

Em um estudo parecido, 9 voluntirios saudaveis aplicaram o esmalte nas unhas
diariamente por também 45 dias, mas diferente do anterior, a cada nova o restante da anterior
era retirada. Novamente, a concentracdo média de ciclopirox aumentou ao longo da fase de
tratamento, atingindo um maximo de 3,4 pg/mg apds 30 dias. Em 4 individuos avaliados apos
14 dias do fim do tratamento a concentracdo média de ciclopirox na unha caiu abaixo do
limite de deteccdo (0,04 pg/mg). Esses resultados sugerem que, durante o periodo de
tratamento, € possivel atingir concentragdes eficazes do esmalte de ciclopirox 8% em toda a
unidade ungueal. Para determinar se essas concentragdes eficazes permanecem na unha apés o
fim do tratamento, ¢ necessario conduzir uma investigacao mais detalhada (Baran; Kaoukhov,

2005)

b) Esmalte de Amorolfina: A amorolfina ¢ uma substancia derivada de fenil-propil
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morfolina. Similarmente a muitos outros agentes antifingicos, ela atua na inibi¢ao da
biossintese do ergosterol. A sua eficacia como agente antifiingico de amplo espectro
depende da concentragdo do farmaco e do tempo de contato. Varios pesquisadores
relataram informacoes sobre a formulacao, tolerabilidade e eficacia do esmalte. Esses
estudos demonstraram que o medicamento ¢ uma opg¢do de tratamento toleravel e

eficaz para infecgdes fungicas nas unhas (Gupta e Tu, 2006).

Baran e Kaoukhov (2005) também relataram a respeito da penetracao da amorolfina.
Os resultados de um estudo que envolveu a aplicagdo de amorolfina a 5%, em etanol ou
cloreto de metileno, em uma variedade de tipos de unhas com diferentes niveis de dureza e
morfologia por um periodo de 24 horas, demonstraram que a penetragdo do medicamento
segue um padrdo exponencial. As concentragdes do medicamento na camada mais superficial
da unha foram cerca de 100 vezes maiores do que na camada mais profunda. Os niveis de
amorolfina na camada mais externa variaram de 1 a 6,7 pg/mg. E importante destacar que as
concentracoes de amorolfina alcangadas no leito ungueal foram suficientes para inibir o

crescimento da maioria dos fungos responsaveis pela onicomicose.

A eficacia da penetragdo da amorolfina nos tecidos subungueais foi confirmada em
pacientes com onicomicose. Dois pacientes aplicaram o esmalte de amorolfina a 5% em
etanol ou cloreto de metileno em suas unhas infectadas duas vezes por semana, durante um
periodo de 4 semanas. Posteriormente, amostras do material subungueal foram retiradas apds
3,7, 10 e 14 dias e submetidas a testes que incluiram culturas micoldgicas e avaliagdo de sua
capacidade de inibir o crescimento de indculos frescos de 7. rubrum, indicando a presenga do
medicamento ativo. Trés dias apdés o inicio do tratamento, 94% das amostras ndo
apresentaram crescimento de culturas; mesmo apds 14 dias, pelo menos 82% das amostras
continuaram sem crescimento de culturas. Além disso, mais de 97% das amostras
subungueais coletadas entre o 3° ¢ o 10° dia inibiram o crescimento de culturas de 7. rubrum,
e 91% ainda impediram o crescimento 15 dias ap6s o término do tratamento. Esses resultados
evidenciam que o esmalte ndo apenas penetra de maneira subungueal, mas também mantém
concentragdes eficazes do medicamento antifingico por pelo menos 2 semanas apos a

conclusdo do tratamento.

¢) Solucdo de Tioconazol: Ameen e colaboradores (2014) informaram que o tioconazol ¢é
um antifingico imidazol disponivel em solucdo a 28%. Em uma pesquisa envolvendo
27 voluntarios diagnosticados com onicomicose e submetidos a tratamento com

tioconazol, observou-se que apenas 22% dos pacientes alcancaram a cura tanto do
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ponto de vista micologico quanto clinico. E importante salientar que a ocorréncia de

dermatite de contato alérgica em resposta ao uso de tioconazol nao ¢é rara.

3.4.2 Tratamento sistémico

A terapia sistémica ¢ feita através de antifiingicos orais, Gupta e Tu (2006) afirmaram
ser os mais eficazes agentes disponiveis para tratar a onicomicose. Porém, antes de iniciar o
tratamento € imperativo considerar varios fatores, como medicamentos concomitantes,
principalmente se ele tiver diabetes ou for HIV positivos. E importante também a preferéncia
do paciente, porque pode afetar sua adesdo ao tratamento.

A terapia oral geralmente traz efeitos colaterais, o que pode dificultar o uso a longo
prazo. Embora esse problema tenha sido superado parcialmente com medicamentos mais
recentes, como o itraconazol e a terbinafina (Baran; Kaoukhov, 2005). Singal e Khanna
(2011) definem quando deve ser recomendado o tratamento oral:

1- Envolvimento de > 50% da lamina ungueal distal/envolvimento ungueal multiplo
2- Envolvimento da matriz ungueal
3- Espera-se que a penetragdo do medicamento topico seja subotima.

Os principais medicamentos sistémicos aprovados e amplamente empregados no
tratamento da onicomicose incluem a terbinafina e o itraconazol. A griseofulvina também
possui licenca para tratar onicomicose, mas seu uso atual € bastante limitado devido a eficacia
e adesdo, além de taxas de recaida menores observadas com outros medicamentos sistémicos.
Embora o fluconazol ndo seja oficialmente indicado para o tratamento de onicomicose, pode
ser considerado como uma opgao de terapia de terceira linha. O cetoconazol, embora eficaz, é
usado com restrigdes devido ao risco de hepatotoxicidade associado a terapia de longa
duracao.

A taxa de ineficiéncia no tratamento com os medicamentos antiflingicos
convencionais varia de 25% a 40%, e essa falta de éxito tem sido associada a adesdo limitada

dos pacientes e a baixa biodisponibilidade (Ameen et al., 2014).

a) Griseofulvina: Foi o primeiro antifungico oral aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos para o tratamento de onicomicose. Ele ¢é
ativo contra fungos dermatofitos como o 7. rubrum, porém, ndo ¢ eficaz contra
Candida spp e os fungos ndo-dermatofitos.

Este medicamento tem uma agao fungistatica fraca, agindo pela inibi¢ao da sintese de
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acido nucleico, interrup¢do da divisdo celular e inibi¢do da sintese da parede celular dos
fungos. E o unico antifiingico autorizado para uso em criangas com onicomicose, com uma
dose recomendada para idades a partir de 1 més de idade, com 10 mg/kg por dia. Para
aumentar a absor¢do e melhorar a biodisponibilidade, deve ser tomado com alimentos ricos
em gordura.

Em adultos, a dose aconselhada ¢ de 500 a 1000 mg diariamente por um periodo de 6
a 9 meses para infeccdes nas unhas das maos e de 12 a 18 meses para infec¢des nas unhas dos
pés. Contudo, as taxas de cura micologica para infecgdes nas unhas sao limitadas, atingindo
apenas 30-40%.

E importante observar que alguns efeitos colaterais, como niuseas e erupgdes
cutaneas, podem afetar de 8% a 15% dos pacientes. Estudos comparando a terapia com
griseofulvina com terbinafina e itraconazol demonstraram taxas de cura mais baixas para
griseofulvina. Por estas razdes, ndo ¢ mais um tratamento de escolha para a onicomicose, a
menos que outros medicamentos ndo estejam disponiveis ou sejam contraindicados (Ameen et
al., 2014; Gupta; Tu ,2006; Singal; Khanna, 2011)

b) Antifungicos azolicos: Eles inibem a sintese de ergosterol, reduzem a atividade
enzimdtica ligada & membrana e interrompem a sintese de quitina, tornando a
membrana celular mais permeavel. Essa classe de agentes antifungicos inclui o
itraconazol, cetoconazol e fluconazol. Porém, o cetoconazol raramente ¢ usado hoje
em dia devido ao risco de efeitos colaterais hepaticos graves (Gupta; Tu ,2006; Singal;
Khanna, 2011).

e Fluconazol: Demonstrou alta eficicia contra infec¢des causadas por Candida.
E possivel detecti-lo nas unhas apds apenas duas semanas de tratamento, e suas
concentracdoes permanecem elevadas por um periodo de 3 a 6 meses apds o término do
tratamento. A rdpida capacidade de penetracdo e a tendéncia de concentragdo nas estruturas
queratinosas tornam a administra¢cao semanal suficiente. Geralmente, ndo ¢ a primeira escolha
de tratamento, devido a falta de dados abrangentes sobre sua eficidcia no tratamento da
onicomicose dermatofitica. A terapéutica com fluconazol consiste em um regime de dose
unica semanal, aconselhada até renovag¢do completa da unha. Os efeitos adversos comuns
incluem dor de cabeca, erupcdo cutinea, queixas gastrointestinais, insonia e palpitagdes. Em
paralelo com a duracdo de tratamento, o fluconazol demonstra potenciais interagdes
farmacologicas com moléculas que aumentam o efeito do antifiungico como hidroclorotiazida
e com outras que diminuem o efeito do antifiingico como rifampicina (Perusinha et al., 2019;

Singal; Khanna, 2011).
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e Itraconazol: O itraconazol € ativo contra uma variedade de fungos, incluindo
leveduras, dermatofitos e alguns bolores nio dermatofitos. E um medicamento altamente
lipofilico e a biodisponibilidade oral aumenta apds uma refeigdo completa. O itraconazol €
incorporado na unha através da matriz e do leito ungueal e ¢ detectavel na unha sete dias apos
o inicio da terapia e persiste por até 6-9 meses apos o tratamento. Os efeitos adversos que
podem ocorrer com o itraconazol sdo: nduseas, vomitos, dor abdominal, diarreia,aumento das
enzimas hepaticas, toxidermia morbiliforme, edema, urticaria, pustulose exantematica
generalizada aguda, cefaleias, vertigens, hipocalcemia, trombocitopenia e leucopenia (Ameen

et al., 2014; Perusinha et al., 2019; Singal; Khanna, 2011)

3.4.2.1 Terbinafina

E um medicamento da classe das alilaminas, atualmente é o Unico antimicético
fungicida oral, por ter uma boa absorcao por essa via com mais de 70% de biodisponibilidade
(Singal; Khanna, 2011). Tem acao comprovada para onicomicose (Gupta; Tu ,2006), ele atua
inibindo a esqualeno epoxidase, que ¢ essencial para a biossintese do ergosterol, um
componente integral da parede celular do fungo. Sua agdo resulta tanto na deple¢do do
ergosterol, que tem efeito fungistatico, quanto no actimulo de esqualeno, que parece ser
diretamente fungicida. A terbinafina in vitro ¢ fungicida contra dermatéfitos, ndo dermatéfitos
(Aspergillus fumigatus e Scopulariopsis brevicaulis) e C. parapsilosis e fungistatica contra C.
albicans (Singal; Khanna, 2011).

A terbinafina é administrada 250 mg por dia por via oral durante 6 semanas para as
unhas e 12 semanas para as unhas dos pés, com reavaliacdo dos pacientes 3 meses apds o
término do tratamento. No caso da crianca, a dose diaria ¢ ajustada conforme o peso. As taxas
de cura micologica nas bulas sdo de 79% e 70% e as taxas de cura completa sdo de 59% e
38% para unhas das maos e dos pés, respectivamente (Lipner; Scher, 2019; Perusinha et al.,
2019).

Mais de 70% da terbinafina ¢ absorvida quando ingerida por via oral, e essa absorcao
ndo ¢ influenciada pela ingestdo de alimentos. 99% por cento da terbinafina oral se liga as
proteinas plasmaticas e ¢ eliminada principalmente pelos rins, sendo excretada na urina. A
depuracao da terbinafina diminui em pacientes que sofrem de doenca hepatica ou renal grave.
E queratinofilico e detectavel na unha desde 7 dias do inicio da terapia até 90 dias apds o
tratamento, pois tem meia vida longa. Além de ser aprovado pela FDA para tratamento

continuo. Estudos demonstram superioridade da terbinafina continua em termos de cura
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micolodgica e clinica a longo prazo e menor risco de recorréncia em relagdo ao itraconazol
intermitente . A terbinafina oral ¢ geralmente bem tolerada, mas houve raros relatos de
reacoes adversas graves, incluindo sindrome de Stevens-Johnson e necrdlise epidérmica
toxica (Ameen et al., 2014; Singal; Khanna, 2011).

Lipner; Scher (2019) afirmaram que os efeitos colaterais mais comuns sdo dor de
cabeca, sintomas gastrointestinais e erup¢ao cutanea, que raramente requerem a suspensao da
medicacdo. Menos comumente, podem ocorrer anormalidades nas enzimas hepéaticas e
disturbios do paladar, entre outros. A depuracao da terbinafina ¢ reduzida em pacientes com
disfuncao hepatica ou renal.

Embora estudos tenham evidenciado que a terbinafina geralmente apresenta uma baixa
probabilidade de causar toxicidade hepatica, foram documentados raros casos de toxicidade
hepatica grave. Esses eventos adversos ocorreram principalmente em pacientes com histérico
prévio de doenga hepatica. Portanto, ndo ¢ aconselhavel o uso de terbinafina sistémica em
pacientes que possuam doenca hepdtica ativa ou cronica. Recomenda-se a realizacdo de testes
iniciais de funcdo hepatica e andlise hematologica completa em pacientes com historico de
abuso de alcool, hepatite ou anomalias hematologicas. Além disso, a monitorizagdo inicial
também deve ser considerada em criangas, ja que a terbinafina ndo ¢ aprovada para o
tratamento de onicomicose em pacientes pedidtricos (Ameen et al., 2014)

A Repka e colaboradores (2002) afirmaram que apesar dos avangos desses
medicamentos, ainda ¢ limitado o seu sucesso no tratamento. Além disso, os médicos relutam
em tratar o que tem sido geralmente percebido como uma mera desfiguracdo cosmética com
uma medica¢do sistémica. Infelizmente, a terapia sistémica encontra sua dificuldade no
tratamento pela circulagdo sanguinea limitada no leito ungueal e pelo transporte deficiente
para a lamina ungueal, o que exige altas doses por um longo periodo. O que sucessivamente
pode levar a efeitos colaterais, ou uso indiscriminado, que conduz ao aumento da resisténcia
desses microrganismos patogénicos. Assim, a terapia topica para ONC pode ser o tratamento
de escolha, uma vez que nao leva a efeitos sist€émicos ou interagdes medicamentosas.

Visto que atualmente ndo se pode encontrar muitas solugdes topicas a base de
TB-HCI, e estudos comprovam seu sucesso no tratamento. Portanto, isso faz dele um farmaco

promissor para novas formulagdes topicas.

3.4.2 Tratamento combinado

Baran e Kaoukhov (2005) declararam que quando médicos se deparam com pacientes
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que receberam 6 meses de monoterapia com tratamento topico e ndo responderam ao
tratamento, o segundo passo ¢ uma combinag¢do de tratamentos. Assim como o contrario
afirma Singal e Khanna (2011), apesar da eficacia comprovada dos antifungicos orais, o
desfecho clinico muitas vezes estd longe de ser satisfatorio. Invariavelmente, as taxas de cura
micoldgica sdo cerca de 30% melhores do que as taxas de cura clinica na maioria dos estudos
e a taxa de falha de tratamento, mesmo nos melhores ensaios clinicos, ¢ de pelo menos 25%.
Na tentativa de melhorar as taxas de cura e reduzir a recidivas, o uso do tratamento
combinado foi necessario.

As chances de alcancgar sucesso clinico aumentam quando as terapias sao combinadas,
especialmente se os medicamentos possuem mecanismos de acdo distintos. Por exemplo,
embora tanto o itraconazol quanto a amorolfina atuem na inibi¢ao da biossintese do ergosterol
fingico, eles direcionam suas acdes a enzimas alvo diferentes. Além disso, pode haver
beneficios em usar medicamentos que possuam diferentes vias de administracao, pois isso

permite que eles alcancem o local da infeccdo a partir de diferentes diregdes (Baran;

Kaoukhov, 2005).

4. METODOLOGIA

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas formulagdes topicas desenvolvidas e
caracterizadas previamente pelo grupo de estudo do Nucleo de Desenvolvimento

Farmacéutico e Cosméticos (NUDFAC) da Universidade Federal de Pernambuco. Onde se
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4.1 FORMULACOES TOPICAS AVALIADAS
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Para o estudo, foram selecionadas nove formulagdes topicas desenvolvidas e

caracterizadas, contendo diferentes percentuais de Cloridrato de Terbinafina. Sendo elas:

termogéis a base de Poloxamer®, microemulsdes e cristal liquido, contendo de 2-7% do

farmaco, com suas composicoes descritas na Tabela 2 abaixo:

Tabela 2 - Composi¢ao das formula¢des previamente desenvolvidas.

Componentes ME2 ME2 ME5 MES TG TG TGKA TGKA CL
(% p/p) 2% 5% 7%  T%E 2% 4% 2% 4% 2%
Cremophor EL | 40,87 | 39,615 | 6,23% | 6,06% - - - - 50%
% %
Tween® 20 8,13% | 7,885 | 30,97 | 30,14 - - - - -
% % %
Acido oleico 19,6% | 19% | 18,6% | 18,1% - - - - -
Agua ultrapura | 9,8% 9,5% 12,37 12,04 - - - - 39%
% %
Alcool 19,6% | 19% | 24,83 | 24,16 - - - - -
isopropilico % %
Poloxamer® - - - 2,5% 20% 20% 20% 20% -
Agua/ Alcool
isopropilico/
Propilenoglicol - - - - 78% 76% - - -
(37.5:31.25:
31.25)
Agua/ Alcool
isopropilico/
Propilenoglicol - - - - - - 76% 74% -

/ Acetato de
etila (18.75:
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31.25:31.25:18
75)

Ureia - - - - - - 1% 1% -

Hidroxido de - - - - - - 1% 1% -
potassio

Oleo de Licuri - - - - - - _ _ 99,

Cloridrato de 2% 5% 7% 7% 2% 4% 2% 4% 2%
Terbinafina

Fonte: Pimenta, 2022.

4.2 SELECAO DOS MICRORGANISMOS

Para conduzir a pesquisa, foi utilizado uma cepa do 7. rubrum (isolado clinico da
cole¢do interna, fornecido pelo Laboratério de Micologia Médica Sylvio Campos do Centro
de Biociéncias — CB/UFPE; c6d. URM 6206) e escolhidas duas espécies de Candida:
Candida albicans (ATCC 90028) e Candida parapsilosis (ATCC 22019). Todos os testes da
etapa de avaliacdo da atividade antifiingica foram desenvolvidos no Laboratério de Analises

Microbioldgicas do Departamento de Farmacia da UFPE.

4.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA CONTRA Trichophyton rubrum

Primeiramente, ¢ valido salientar que as unhas utilizadas no inicio dessa etapa
passaram por um teste prévio de permeacgao, para avaliar a retengdo e transporte do farmaco
através dela. Ou seja, avaliagdo de quanto a unha conseguiu absorver durante o
desenvolvimento das formulagdes. Elas passaram por 3 testes em que foram submetidas a
diferentes promotores de permeagdo fisica: primeiro as unhas ndo poradas, segundo unhas
com microporagao e por ultimo unhas com microcanais.

Posteriormente, houve a avaliagdo da atividade antifungica contra 7. rubrum, onde foi
coletado o liquido receptor (LR) das células de Franz (Figura 9), vindo dos IVPTs (in vitro
permeation test). Sendo o LR, o liquido que ¢ colocado do lado posterior a membrana (sendo

a unha a biomembrana utilizada), nele estara contido a formula¢do que permeou a membrana.
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As unhas usadas foram as que passaram pelo processo de microporacgao e aplicacdo de dose
unica das formulagdes.

Foi empregada a técnica de Pour Plate, na qual uma suspensdo flngica
(correspondente a 0,5 na escala de McFarland) foi depositado no fundo da placa de Petri (em
quadruplicata), se utilizou 2,5mL de suspensdo fungica de 7. rubrum seguido pela adicao de
50mL de meio de dgar Sabouraud fundido e estéril, posteriormente homogeneizado. Apods a
solidificacdo do meio (~15 minutos) um pogo foi criado no centro das placas, com auxilio de
um cilindro oco de inox (0,5cm de didmetro), no qual foi pipetado o 50 pl do LR de cada
formulagdo. Em capela de fluxo laminar os LRs foram previamente filtrados, utilizando filtros
de seringa estéril com tamanho de poro de 0,22 um (PVDF- fluoreto de polivinilideno
hidrofébico).

Depois de um periodo de incubacgdo a 25°C durante 7 e 15 dias, houve a verificacao de
formag¢do de halo de inibicdo no meio contaminado. O percentual de inibi¢do foi calculado
como a area do halo de inibicdo dividida pela area total de crescimento potencial. A area de
inibi¢do foi estimada como a de um circulo com o didmetro medido com um paquimetro

digital (0-150 mm). Em todos os casos, a area total de crescimento do fungo foi de 153 cm?.

Figura 9 - Célula vertical de difus@o de Franz

Compartimento doador

Formulacio a ser testada —_—

Membrana —

Entrada e saida de dgua \ " _rfr'-—:_x / -|.

Tampio

Circulacao de agua —.\5__ -/ Agitador magnético

Fonte: Silva et al., 14 Set. 2019. Disponivel em: https://11ng.com/9uCQj. Acesso em: 17 Set 2023.

4.4 MONTAGEM DO MODELO IN VITRO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTIFUNGICA DA Candida spp.

O método a seguir foi descrito por Sleven et al. (2015) e adaptado para realizagdo da


https://l1nq.com/9uCQj
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pesquisa. O material utilizado para o sistema foi inicialmente autoclavado a 121°C por 15

minutos , e todo procedimento realizado em capela de fluxo laminar.

a)

b)

d)

Criagdo do Sistema doador: Um frasco de vidro (vial) foi cortado em sua face inferior
(Figura 10) para que pudesse ser usado como um sistema de suporte para a unha
possibilitando a aplicagdo das formulagdes testadas, tampa e septo também foram
cortados.

Figura 10 - Vial cortado antes do fechamento da tampa

Fonte: Pimenta, 2022.

Preparag@o das unhas: As unhas utilizadas foram previamente hidratadas (2h em agua
destilada), cortadas e entdo lixadas para que encaixassem na abertura posterior do vial
(cerca de 5 mm de diametro). Com a tampa do frasco voltada para cima, um anel de
borracha foi encaixado para evitar o vazamento da formulacdo quando colocada, e

com a unha encaixada na abertura a tampa foi rosqueada e vedada.

Preparagdo do meio de suporte: Foi utilizado um recipiente de vidro com tampa
rosqueavel de 200 mL (devidamente esterilizado), ele foi preenchido com 40 mL do

meio Agar Sabouraud dextrose (SDA), que simulava o leito ungueal.

Pré-carga da unha: As unhas passaram por etapa de pré-carga de formulag¢do. O vial
foi encaixado no meio enquanto ele estava quase completamente solidificado, para que
o meio terminasse de solidificar com o vial nele (Figura 11). A unha entdo recebeu
uma dose unica de 50 pul. das formulagdes na superficie dorsal. Todo esse sistema

passou entdo por uma incubagao de 14 dias em estufa a 36,5 = 1°C.



e)

g)
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Figura 11 - Sistema frasco-vial e unha

Fonte: Pimenta, 2022.

Preparagdo de carga fungica: Apds os 14 dias foi preparada uma suspensdo fungica
(soro fisioldgico 0,9% + células de leveduras) de 2mL para cada 40 mL de meio de
cultura. Essa suspensdo precisava estar em uma absorbancia lida de 530 nm e/ou
transmitancia entre 89-91%, para garantir a acdo fungica. Sao feitas duas suspensdes,

uma com Candida albicans e outra com C. parapsilosis.

Meio de suporte com fungo: Foi preparado o meio SDA novamente, dentro de um
recipiente estéril ele precisou alcangar uma temperatura de cerca de 29°C - 30°C, para
que o meio ndo solidificasse completamente e nem matasse a carga fungica da
suspensdo. A suspensdo foi depositada em um novo recipiente de 200mL, e o meio
SDA colocado por cima, fez-se uma homogeneizagdo leve. Quando o meio estava
perto de solidificar o sistema vial-unha foi transferido do recipiente anterior para o
novo contendo o meio inoculado o qual foi incubado em uma estufa a 36,5 + 1°C por

7 dias.

Verificagdo do halo de inibi¢ao no meio contendo indculo: Ao final de 7 dias o halo de
inibi¢do foi estimado com auxilio de paquimetro digital (Figura 12), e o percentual
calculado como a area do halo em relagdo a area total do crescimento fingico que foi
de 26,41 cm? em todos os casos. Quando um halo foi formado, uma nova etapa seguiu,

para se certificar que ndo houveram vazamentos de formulacao.
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Figura 12 - (A) visualizacdo do halo de inibi¢ao, (B) medicao do halo pelo fundo do recipiente com

paquimetro digital

Fonte: Pimenta, 2022.

h) Teste de vazamento: O sistema vial-unha foi transferido para um béquer com um novo
Agar (apenas para suporte, podendo ser utilizado qualquer meio de cor clara, o meio
empregado foi Agar-Agar) que ndo foi inoculado. Em seguida, foi adicionado 400 pL
de solugdo aquosa de azul de metileno 1%, sobre a unha (Figura 13). Todo o sistema
foi incubado por mais 7 dias. Se houver mudancga na cor do meio, significa que houve

vazamento da formulagao.

Figura 13 - (A) vista lateral , (B) vista superior do sistema vial-unha em um novo meio.

Fonte: autoria propria

Nos potes em que ndo foi formado halo de inibicdo as unhas foram retiradas do
sistema, limpas e cortadas em pequenos fragmentos para a realizacio de um exame
microscopico direto, com o objetivo de visualizar possiveis estruturas fungicas, caso
estivessem presentes (Dos Santos et al., 2002). Uma parte da amostra cortada também foi

cultivada em Agar Mycosel para verificar se as estruturas visualizadas no exame direto
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estariam vidveis e se haveria crescimento fungico.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ACAO MICROBIOLOGICA CONTRA Trichophyton rubrum

Foi realizada a coleta do LR, apds IVPT de todas as nove formulagdes, ¢ posterior
teste como descrito na metodologia. Entretanto, apenas a formulagdo microemulsdo 5 com 7%
de farmaco (ME5 7%), demonstrou acdo fungicida contra 7. rubrum. O percentual de

inibi¢do foi de 4,22 + 0,74. A Figura abaixo € representativa do teste.

Figura 14 - Ensaio microbiologico in vitro. Liquido receptor do IVPT com unha microporada e

aplicacdo de dose tnica da MES 7%. Resultado apos 14 dias.

Fonte: Pimenta, 2022.

Para se comparar os resultados com esse promotor fisico de permeacdo (a
microporacdo) utilizou-se as formulacdes MES 7% e TG 2 e 4%, comparando com os
resultados do outro promotor fisico (formacdo de microcanais). A Tabela 3 mostra esses
resultados.

A reteng¢ao do TB-HCI com as microemulsdes foi a mesma, independente do promotor
utilizado. J4 a de termogel foi cerca de 2 vezes maior com a microporagdo. Ao mesmo tempo,
a MES5 7% foi cerca de 10 vezes maior em comparagdo com a TG 4%, a tornando a melhor

escolha para seguir com os testes.

Tabela 3 - Comparagdo de TB-HCI retido na unha e quantidade cumulativa permeada, seguindo o teste de

microporacao e o terceiro teste de microcanais.

Média +

Tipo de teste | Formulagio Retencdo na unha (ug/mg) Média + Quantidade cumulativa DP

DP permeada (ug/cm?)
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MES 7% 0,80 | 0,90 | 0,89 | 0,75 0,84 + 11,74 | 6,81 7,86 | 781 8,56 =

0,07 2,18
Dose tnica
com
microporagdo TG2% 1,05 | 1,07 | 092 | 1,21 1,06 + 0,52 0,39 0,47 0,31 0,42 +
0,12 0,09
TG4% 1,21 1,37 | 0,99 | 1,41 1,25+ 0,68 0,92 0,79 0,77 0,79 £
0,19 0,10
MES 7% 1,12 | 1,17 | 0,89 | 0,90 1,02 + 15,27 | 10,89 | 13,36 | 11,71 12,81 +
0,15 1,94
Dose tnica
com
microcanais TG2% 2,10 | 2,07 | 1,71 | 2,66 2,14 £ 0,94 | 0,66 0,80 0,50 0,73 +
0,39 0,19

TG4% 2,06 | 3,21 1,88 | 2,96 2,53 £ 1,15 1,76 1,41 L,15 1,37+
0,66 0,29

Fonte: Pimenta, 2022.

Thatai e Sapra (2017) realizaram teste para avaliar a permeacdo transungueal de
terbinafina, desenvolveram uma ME contendo 1% de TB-HCL, utilizando alguns promotores
de permeacdo quimicos como lauril sulfato de sodio e fosfato de potéassio. A formulacao
apresentou penetragao cerca de 5 vezes melhor e retengdo cerca de 9 vezes, em comparagao
ao creme comercial. Entretanto, a biomembrana utilizada no estudo foram em sua maioria
cascos bovinos que sdo utilizados normalmente como modelo de unha humana em estudo.
Todavia, Tauber e Miiller-Goymann (2015) afirmaram que a semelhanca entre as unhas
humanas e as placas dos cascos bovinos ¢ limitada porque as placas dos cascos bovinos tém
uma estrutura de queratina mais permedvel e incham mais quando incubadas em 4dgua do que

as unhas humanas.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA CONTRA Candida albicans ¢ Candida

parapsilosis.

As avaliagdes microbioldgicas restantes foram realizadas com as cepas ATCC de C.
albicans e C. parapsilosis, testes realizados em triplicata com as formulagdes desenvolvidas a
base de terbinafina. Com C. parapsilosis o melhor resultado dentre todas as nove

formulacdes foi o de MES 7%, formando o maior halo de inibi¢do, aproximadamente 60%
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(Figura 15), a adi¢cdo do espessante (MES 7%E), ndo trouxe mudang¢as no tamanho do halo. O
que reafirma afirma mais uma vez a capacidade promissora de inibicdo desta formulagao,
visto que no primeiro teste ela demonstrou agdo em um fungo dermatoéfito e no segundo em

uma levedura.

Figura 15 - (A) vista lateral do halo de inibiggo, (B) vista superior

Fonte: Pimenta, 2022.

Em algumas formulagdes nao foi possivel observar a formacao de halo como na TG
4%, como mostra na Figura 16. Porém, também ndo se observou crescimento de massa

fingica quando o sistema passou para o Agar Mycosel.

Figura 16 - (A) vista lateral d frasco com formulagdo TG 4%, (B) vista superior

Fonte: Pimenta, 2022.

Isso aponta que, mesmo sem o halo de inibi¢do houve uma protecdo, ou seja, mesmo
que o fungo tenha alcancado a unha, a patologia ndo conseguiria se instaurar devido a

formulacdo (Figura 17). Diferente do que aconteceu com a C. parapsilosis, ndo foi possivel
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observar a a¢do fungicida na C. albicans, indicando o fato observado na literatura de a
terbinafina ser fungistatica contra alguns fungos, em especial espécies de Candida (Segal et

al., 1996).

Figura 17 - Recipiente com MES5 7% em inoculo. Teste frente Candida albicans

(A)Vista lateral com o sistema vial-unha; (B) vista superior sem o sistema; (C) vista superior com o sistema

Fonte: Pimenta, 2022.

Contudo, a atividade da TBF-HCI contra leveduras ¢ bastante varidvel, fatores como
temperatura, meio de cultura e tempo de incubagdo podem afetar diretamente a resposta
microbiologica (Zalacain et al, 2011). Apesar disso, o TB-HCI retido a unha, ao que parece
foi o bastante para inibir a atividade da Candida, pois nao houve visualizacdo de nenhuma
estrutura fingica no exame direto, assim como nenhum crescimento de massa celular no meio
de cultura (Figura 18). O que demonstra a efetividade da formulagdo MES 7% em ter
atividade fungicida, e ter potencial para outros estudos, visto que contém 7% do farmaco fato

que nenhuma outra formulagao conseguiu.

Figura 18 - Cultivo confirmatodrio da eficacia antifungica nas unhas em in6culo de Candida albicans .

Fonte: Pimenta, 2022.
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6. CONCLUSAO

Diante do apresentado, constatou-se que as formulagdes do tipo microemulsao tem
potencial para inibicdo microbioldgica. Em especifico a MES 7%, evidenciando seu efeito de
acdo antifungica para C. parapsilosis. Sendo essa também a unica formulagdo em que o
liquido receptor foi capaz de mostrar certa eficacia na atividade contra 7. rubrum.

Portanto, podemos inferir que a ME5 7% foi a formulagdo que se sobressaiu frente as
outras para inibicdo desses fungos. Entretanto, ainda sdo necessarios experimentos futuros

visando a melhoria da formulacdo e dos seus efeitos sobre esses microrganismos.
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