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RESUMO

A Onicomicose (ONC) é uma infeccdo fungica cronica da unha, com prevaléncia global
estimada em 5,5% no ano de 2017. Os efeitos desta infec¢do, quando néo tratada, podem incluir
dor, infeccbes bacterianas secundarias, incapacidade de usar sapatos, baixa autoestima e
constrangimento emocional devido a desfiguracdo das unhas afetadas. A unha € a barreira mais
resistente da estrutura ungueal para a penetracdo de farmacos, devido a sua composicédo e a
presenca de muitas pontes dissulfeto que interligam as fibras de queratina. Isto estd, portanto,
diretamente relacionado a baixa eficacia do tratamento com antifangicos (AFs) topicos. Diante
disto, os AFs orais sdo ainda, amplamente utilizados. Estes, por sua vez, causam diversos efeitos
colaterais, e riscos significativos quanto as interagdes medicamentosas. O Ciclopirox (CPO),
primeiro farmaco disponivel no mercado internacional e brasileiro, para tratamento topico da
ONC na forma de esmalte 8%, apresenta amplo espectro de acéo, sendo um agente fungicida e
fungistatico. Porém, estes esmaltes apresentam grandes limitacdes e, apesar de facilmente
aplicados, como sdo baseados no uso de solventes organicos que evaporam, deixam na placa
ungueal o farmaco cristalizado que € incapaz de particionar ou difundir para o leito ungueal,
diminuindo assim a sua eficacia. Diante disto, o objetivo do trabalho foi desenvolver e avaliar
o desempenho de formulacBes ungueais de base aquosa, simples, de baixo custo e mais eficazes
gue aquelas disponiveis comercialmente. A relevancia da microporacdo ungueal como auxiliar
na permeacao e a eficacia microbioldgica in vitro também foram investigadas. Para tanto, a
solubilidade do CPO foi avaliada em diferentes solventes e formulac6es gelificadas contendo 8
e 16% de ativo foram desenvolvidas. Foram realizadas avaliagdes de liberagdo (IVRT) em 3
diferentes tipos de membranas artificiais e permeacdo ungueal (IVPT) mediante recortes de
unhas humanas, obtidas de voluntérios saudaveis, apos consentimento livre informado. Células
verticais de difusdo de Franz com e sem adaptadores de unha foram empregados nesses ensaios.
No IVPT foram realizados dois arranjos de testes, no primeiro foi aplicada uma dose mdltipla
em unhas ndo poradas (MD-NP) e no segundo, foi aplicada uma dose Unica em unhas
microporadas (SD-MP) com o dispositivo Hydra.needle™. Ambos os estudos tiveram duragao
de 14 dias, seguido da quantificacdo do farmaco no liquido receptor e recuperacao do farmaco
na unha. Como resultados, o CPO apresentou alta solubilidade nas misturas de solventes quando
comparados a estes isoladamente; a quantidade cumulativa liberada de CPO através das
membranas hidrofilica e de silicone foi significativamente diferente entre as formulacdes
geleificadas e o produto referéncia (Micolamina®). Ap0Os 0s experimentos iniciais de IVPT

utilizando duas formulacGes e testando os dois arranjos de testes (MD-NP e SD-MP), os



resultados sugeriram que a combinacdo da microporacdo ungueal com dose Unica do produto
favoreceria a permeacdo do farmaco e, portanto, as demais formulag6es foram testadas com o
arranjo SD-MP. Todas as formulacGes, exceto GHI1, apresentaram retencdo de CPO
significativamente maior que a Micolamina®. Nos experimentos SD-MP, a passagem do
farmaco através da unha, deixou clara a importancia da micropora¢do enquanto um promotor
fisico de permeacdo, simples, seguro e passivel de padronizagdo. Em consisténcia com 0s
resultados de IVPT, a porcentagem de inibicao da atividade de T. rubrum observada com unhas
microporadas para formulagdes de gel foi maior do que o determinado para unhas ndo poradas.
No entanto, a microporacao ndo modificou o efeito inibitdrio causado pela Micolamina®. Os
resultados mostraram que as novas formulagdes aqui propostas disponibilizaram o farmaco de
forma mais eficiente quando comparados ao esmalte comercial e sugerem que mais estudos
devem ser realizados com as melhores formulacdes desenvolvidas e que um dispositivo

especifico de microporacao da unha deve ser projetado.

Palavras-chave - onicomicose; ciclopirox olamina; unhas; topico; método in vitro.



ABSTRACT

Onychomycosis is a chronic fungal nail infection, with an estimated global prevalence of 5.5%
in the year 2017. The effects of this infection, when untreated, can include pain, secondary
bacterial infections, inability to wear shoes, low self-esteem and emotional embarrassment due
to disfigurement of the affected nails. The nail is the most resistant barrier of the nail structure
for the penetration of drugs, due to its composition and the presence of many disulfide bridges
that connect the keratin fiber. Therefore, this is directly related to the low effectiveness of the
treatment after the use of topical antifungals (AFs). Given this, oral AFs are still widely used.
These, however, cause several side effects, and significant risks regarding drug interactions.
Ciclopirox (CPO), the first drug available on the international and Brazilian market, for topical
treatment of ONC in the form of 8% nail lacquer, has a broad spectrum of action, being a
fungicidal and fungistatic agent. These nail lacquers have great limitations and, although they
are easily applied, as they are based on the use of organic solvents that evaporate, they leave
the crystallized drug on the nail plate that is unable to partition or diffuse into the nail bed, thus
decreasing the effectiveness of the product. Given this, the objective of the work was to develop
and evaluate the performance of simple nail formulations, of low cost and more effective than
those commercially available containing cyclopirox olamine for the treatment of
onychomycosis. For this purpose, the solubility of the CPO was investigated in different
solvents and 11 gelled formulations containing 8 and 16% active were developed. Release
assessments (IVRT) were performed on 3 different types of artificial membranes and nail
permeation (IVPT) using human nail clippings, obtained from healthy volunteers, after
informed consent. n order to do so, vertical Franz diffusion cells were used with and without
PermeGear nail adapters. In the IVPT, two sets of tests were performed. In the first one, the
nail file was sanded on the dorsal side as a pretreatment and 10 pL of formulation was applied
to the nails every day after the cleaning procedure. In the second set of tests, sanding was
associated with microporation using Hydra.needle™ and application of 50uL only once, on the
first day of the test. Both studies lasted 14 days, followed by the quantification of the drug in
the recipient fluid and recovery of the active ingredient in the nail. The CPO showed high
solubility in the mixtures of solvents when compared to these alone; the cumulative amount of
CPO released through the hydrophilic and silicone membranes was significantly different
between Micolamine® and both gel formulations. After the initial IVPT experiments using two
formulations and testing the two test arrangements (MD-NP and SD-MP), the results suggested

that the combination of nail microporation with a single dose of the product would favor drug



permeation and therefore, the other formulations were tested with the SD-MP arrangement. All
formulations, except GH1, showed significantly higher CPO retention than Mycolamine®. In
the SD-MP experiments, the passage of the drug through the nail made clear the importance of
microporation as a physical permeation promoter, simple, safe and subject to standardization.
Consistent with the I\VPT results, the percentage of inhibition of T. rubrum activity observed
with microporated nails for gel formulations was greater than that determined for non-porous
nails. However, microporation did not modify the inhibitory effect caused by Micolamina®.
The results showed that the new formulations proposed in this work made the drug available
more efficiently when compared to commercial lacquer and suggest that more studies should
be carried out with the best formulations developed, and that a specific nail microporation

device should be designed.

Keywords - onychomycosis; ciclopirox; nails; in vitro Technique.
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1 INTRODUCAO

A Onicomicose (ONC) é uma infeccéo fungica da unha que pode atingir tanto unhas das
mé&os como dos pés. De acordo com a literatura, esta infeccdo é responsavel por 15 a 50% das
doengas ungueais, onde 30% de todos os casos sdo dermatofitoses. Pode afetar um ou mais
componentes do aparelho ungueal, incluindo a lamina ungueal, a matriz e o leito ungueal
(CHOUHAN; SAINI, 2012; FAERGEMANN; BARAN, 2003; MURTHY; MAIBACH, 2012;
ZAIAS, 1985).

Segundo Gupta; Versteeg; Shear (2017a), e com base em estudos epidemioldgicos
publicados na época, a prevaléncia global foi estimada em 5,5%. De forma mais detalhada, a
ONC afeta 3-8% da populagéo do Reino Unido (AMEEN et al., 2014; SHAHZAD et al., 2014),
cerca de 2-5 milhdes de pessoas, e sua incidéncia em outros locais € alta, 13,4% na América do
Norte, 23% na Europa e 20% no Leste da Asia (GHANNOUM, MAHMOUD:; ISHAM, 2014;
GUPTA, ADITYA K.; VERSTEEG, 2016; THOMAS, J. et al., 2010).

No Brasil, poucos estudos foram realizados visando investigar a prevaléncia de
onicomicose. No entanto, de acordo com uma pesquisa realizada em 2010 com 7852 pacientes
de diferentes regibes do Brasil, 28,3% apresentaram diagnostico de onicomicose (CHIACCHIO
et al., 2013). Outros dados mais antigos, mostram prevaléncias locais em alguns estados e
cidades brasileiras, como 68,4% na cidade de Jodo Pessoa (DA SILVA PONTES et al., 2002);
52% no estado do Ceard (BRILHANTE et al., 2005) e 56,4% na cidade de Goiania (SOUZA et
al., 2010).

A incidéncia da ONC estd aumentando devido ao envelhecimento da populacéo
(CHADEGANIPOUR; MOHAMMADI; SHADZI, 2016; THOMAS, J. et al., 2010) e a um
namero crescente de pacientes diabéticos, que sdo 2,5 vezes mais propensas a desenvolver ONC
(GUPTA, ADITYA K.; VERSTEEG, 2016; ROSEN et al., 2015).

As infecgbes fangicas cutaneas, um terco das quais sdo ONC, estavam entre as 5
principais doengas de pele por custo méedico direto em 2004 (BICKERS et al., 2006). A alta
prevaléncia em idosos, diabéticos e pacientes imunocomprometidos € particularmente
preocupante. A ONC ndo tratada traz complicagcBes meédicas e reducdo da qualidade de vida,
fornece uma fonte para infecgbes secundarias nos pes, aumentando o risco de ulceracdes que
podem levar a amputacdes (ELEWSKI; TOSTI, 2014; GUPTA, ADITYA K.; VERSTEEG,
2016; THOMAS, J. et al., 2010). Além da prevaléncia crescente, as falhas no tratamento séo
frequentes; a recorréncia pode chegar a 50% devido a falta de cura e reinfec¢des micoldgicas.

A intervencdo precoce €, portanto, crucial, preferencialmente usando uma terapia administrada
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pelo paciente, evitando assim complicacBes e possivel hospitalizacdo (ELEWSKI; TOSTI,
2014; THOMAS, J. et al., 2010).

A terapia topica, isto €, uso de medicamento aplicado diretamente na unha, visando um
efeito local, é recomendada apenas para ONC superficial e menos grave. Apesar de seu alto
custo, sua eficicia é baixa (CRAWFORD; HOLLIS, 2007; THOMAS, J. et al., 2010), como
pode ser verificado, por exemplo, em tratamentos de 18 meses com amorolfina ou ciclopirox
que apresentaram menos de 10% de cura completa (AUVINEN et al., 2015).

A lamina ungueal é a barreira mais resistente da estrutura ungueal para a penetracao de
farmacos e, portanto, é muito dificil o farmaco atravessa-la (ELSAYED, 2015). Isso acontece,
em partes, devido a sua composicéo de aproximadamente 80% de queratina, 10-30% de &gua e
0,1-1% de lipidios. A presenca de muitas pontes dissulfeto e de hidrogénio que interligam as
fibras de queratina, torna a lamina ungueal uma estrutura extremamente impermeavel
(ACHTEN; ANDRE; LAPORTE, 1991; CHOUHAN; SAINI, 2012; DE BERKER, 2013;
MURDAN, 2002).

A baixa eficacia do tratamento topico ocorre, principalmente, em virtude da pequena
guantidade de antifangicos (AFs) que consegue atravessar a placa ungueal e chegar até o local
da infeccdo. Assim, os AFs orais sdo amplamente utilizados, pois sdo mais eficazes que 0s
produtos de acdo topica. No entanto, mesmo assim, as taxas de cura apOs VArios meses
costumam ser inferiores a 50% (ELEWSKI; TOSTI, 2014; GUPTA, ADITYA K,
VERSTEEG, 2016) e por isso, a adesdo do paciente pode ser menor que 45% (THOMAS et
al.,2010). Além disso, o tratamento oral causa efeitos colaterais, entre eles a hepatotoxicidade
com uso da terbinafina (incidéncia de 3%), necessitando de monitoramento hepético
(ELEWSKI; TOSTI, 2014). Para idosos, diabéticos e pacientes imunocomprometidos em uso
de multiplas medicagdes por longos periodos, as interacbes medicamentosas com AFs da classe
dos azois apresentam riscos significativos (THOMAS et al.,2010; GHANNOUM; ISHAM,
2014).

Diante disto, o uso unicamente de uma terapia topica, desde que eficaz, poderia ser mais
segura para 0s pacientes, minimizando a exposi¢do sistémica.

Novos medicamentos tdpicos para esta finalidade disponibilizados recentemente no
mercado internacional ainda tém baixa eficacia (taxas de cura completa <10% ap0s 48 semanas
de tratamento com tavaborol (ELEWSKI; TOSTI, 2014; GUPTA, ADITYA K.; VERSTEEG,
2016) e <18% apds 52 semanas de tratamento com efinaconazol) e sdo caros (um ciclo completo
com efinaconazol custa aproximadamente R$ 9.550,00 por unha) (MIKAILOV et al., 2016). A

baixa eficacia ocorre, mais uma vez, devido a baixa biodisponibilidade local do farmaco, pois
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a substancia ativa chega em quantidade insuficiente nas camadas mais profundas da unha onde
a infeccéo reside.

Uma estratégia seria aumentar a biodisponibilidade (BD) no leito e na placa ungueal a
fim de melhorar a eficacia de ativos ndo patenteados como ciclopirox olamina e amorolfina e,
assim, fornecer uma abordagem mais econdmica que reduziria os custos das ONC.

Os esmaltes medicinais atuais procuram sustentar a liberagdo do fa&rmaco e aumentar a
BD mantendo AFs na unha por longos periodos. Uma grande limitacdo dessa abordagem vem
da formulacéo, tipicamente baseada no uso de solventes organicos que evaporam, deixando na
placa ungueal o farmaco cristalizado que é incapaz de particionar ou difundir para o leito
ungueal. Algumas estratégias sao utilizadas, entre elas o uso de promotores de permeacéao
quimica, como tidis, amolecedores de unhas ou enzimas queratoliticas. Mesmo assim, as taxas
de permeacdo permanecem baixas (ELKEEB et al., 2010; MURDAN, 2008; SHIVAKUMAR
et al., 2012). Promotores fisicos como abrasdo da superficie da placa ungueal; lasers pulsados;
microporagéo; ultrassom de baixa frequéncia e iontoforese foram testados, mas nenhum foi
suficientemente eficaz e econdmico para adocdo ampla (DELGADO-CHARRO, 2012;
ELKEEB et al., 2010; MURDAN, 2008; SHIVAKUMAR et al., 2012).

Atualmente, no mercado nacional ndo existem medicamentos topicos com alta eficacia
para tratamento de onicomicoses. Diante deste problema e considerando a redugéo de custos
para 0s servicos de saude, este trabalho tem por objetivo desenvolver formulagfes ungueais
(géis e termogéis) contendo ciclopirox olamina para tratamento de onicomicose e avaliar o
desempenho dessas formulaces por meio de estudos de permeacdo ex vivo utilizando unhas
humanas como biomembrana, visando selecionar formulagdes que possam vir a ser disponiveis
futuramente no mercado nacional e internacional e mais eficazes que aquelas disponiveis

comercialmente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar o desempenho de formulagfes ungueais simples, de baixo custo e
mais eficazes que aquelas disponiveis comercialmente contendo ciclopirox olamina para

tratamento de onicomicoses.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar revisdo sistematica acerca de formulacdes tdpicas contendo ciclopirox em
estudos de permeacéo/retencdo ungueal,

¢ Avaliar a solubilidade da ciclopirox olamina (CPO) em diferentes tensoativos, 6leos e
solventes;

¢ Desenvolver formulagdes ungueais contendo CPO;

e Realizar caracterizacdo das formulacGes obtidas: pH, caracteristicas organolépticas e
doseamento do farmaco;

e Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE-DAD) para quantificagdo de CPO nas formulagdes em estudo e nos ensaios de liberagéo
in vitro e permeacéo ungueal ex vivo;

e Realizar cinéticas de liberacdo in vitro de CPO a partir das formulaces desenvolvidas
e do produto comercial Micolamina® esmalte;

e Realizar a permeacdo ex vivo de CPO a partir das formulagbes desenvolvidas e do
produto comercial Micolamina® esmalte, utilizando unhas humanas saudaveis lixadas e
microporadas;

¢ Avaliar microscopicamente as unhas humanas saudaveis lixadas e microporadas;

¢ Avaliar a acdo antiflngica das formulagdes finais contra o Trichophyton rubrum.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ESTRUTURA DA UNIDADE UNGUEAL

A unha é um anexo cutaneo localizado nas extremidades distais dos dedos, tem funcéo de
protecdo, pingamento e estética. E formada por camadas de células anucleadas ricas em
queratina, o que lhe confere caracteristica de placa e consisténcia rigida. A unidade ungueal é
constituida de um conjunto de estruturas (Figura 1), sendo elas: dobra ou prega ungueal
proximal e lateral, matriz, leito, linula, cuticula, hiponiquio (pele sob a borda livre da placa) e
lamina ungueal. O crescimento da ldmina se d& a partir da matriz, localizada na extremidade
proximal dos dedos em direcéo a extremidade distal, sobrepde-se ao leito ungueal e separa-se
deste dltimo no hiponiquio (LOPES BARBOSA et al., 2013; MAGELA MAGALHAES;
BRASIL SUCCI; JEUNON SOUSA, 2003).

Figura 1 — Estruturas da unidade ungueal.

Fonte: Adaptado de (DE BERKER, 2013).
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A lamina ungueal é uma forma modificada de estrato corneo, fornecendo uma estrutura
laminada queratinizada que recobre o leito e a matriz ungueal. A forma laminada é aparente
qguando examinada por histoquimica, ultrassom, tomografia de coeréncia dptica e microscopia
eletrénica (ALUJA JARAMILLO et al.,, 2017; FARREN; SHAYLER; ENNOS, 2004;
MOGENSEN et al., 2007). Se apresenta curva tanto no eixo longitudinal como no transversal,
permitindo sua incorporacdo nas pregas proximal e lateral, fornecendo uma fixagdo forte e
tornando a extremidade livre uma ferramenta Gtil (SHUSTER, 1996).

A taxa de crescimento da lamina ungueal é geralmente medida simplesmente pelo
alongamento longitudinal, usando a linula (“meia-lua” esbranquigada geralmente vista no
polegar) ou prega ungueal proximal como estrutura de referéncia. Apesar de simples, essa néo
¢ a medida mais precisa da producédo da lamina ungueal por unidade de tempo, que requer uma
avaliacdo complexa da espessura ou massa da lamina ungueal (MOFFITT; DE BERKER,
2000).

A lamina ungueal humana é altamente ordenada, composta de trés camadas distintas - a
lamina dorsal, a lamina intermediaria e uma camada ventral do leito ungueal. Pode ser
caracterizada como uma estrutura fina, rigida, levemente elastica, translicida e convexa.
Formada por aproximadamente 80 a 90 camadas de células achatadas queratinizadas
anucleadas. E composta de aproximadamente 80% de queratina, 10-30% de &gua e 0,1-1% de
lipidios. Devido a presenca de muitas pontes dissulfeto e de hidrogénio que interligam as fibras
de queratina, a ldmina ungueal torna-se uma estrutura fortemente impermeavel (ACHTEN;
ANDRE; LAPORTE, 1991; CHOUHAN; SAINI, 2012; DE BERKER, 2013; MURDAN,
2002). Em geral, as unhas das maos possuem entre 0,38 + 0,05 mm a 0,63 + 0,10 mm, enquanto
as dos pés possuem aproximadamente de 0,72 £+ 0,20 mm de espessura (ENDRINGER PINTO
et al., 2020; MOGENSEN et al., 2007).

As dobras laterais sdo as margens laterais cutaneas da unha. Eles sdo tipicamente mais
proeminentes nos dedos dos pés do que das maos, e sdo essenciais para aderéncia firme da unha
ao leito ungueal. Quando a dobra ungueal lateral esta retraida, a lamina ungueal torna-se mais
propensa a onicoélise (descolamento da lamina ungueal do leito ungueal). J& se a massa de uma
dobra ungueal lateral for excessiva e incompativel com a curvatura e o tamanho da lamina, a
incorporag@o normal geralmente evolui para encravamento patologico (DE BERKER, 2013).

A prega ungueal proximal (PUP) é a pele que se desenvolve por volta da 142 semana do
embrido. Ela é aderente a face dorsal da ld&mina ungueal e esconde toda ou parte da matriz
ungueal, que se manifesta clinicamente como a "lunula". Essa aderéncia a lamina fornece uma

camada protetora sobre a matriz, essa protecdo também bloqueia a radiacéo ultravioleta (UV)
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(STERN et al., 2011). A matriz é o Unico local onde ha melanécitos em funcionamento e tal
protecdo contra raios UV pode diminuir o risco de malignidade. Além disso, a PUP também se
combina com a cuticula formando uma vedacdo contra substancias exdgenas que possam
agredir a matriz e consequentemente comprometer o crescimento da lamina (DE BERKER,
2013).

Outra estrutura importante para prote¢do da unidade ungueal é a cuticula, caracterizada
como uma camada de epiderme que se estende da prega ungueal proximal e adere a face dorsal
da lamina ungueal. A retirada proposital, inflamacgéo ou infeccdo podem resultar na perda de
cuticula, que muitas vezes gera um quadro de paroniquia (infec¢cdo do tecido ao redor da unha)
cronica (SHAFRITZ; COPPAGE, 2014). A perda de cuticula torna mais dificil para a PUP
desempenhar seu papel de protecdo. Os tecidos que ficam abaixo da lamina ungueal sdo
divididos em matriz (15-25%) e leito ungueal (75-85%). Clinicamente, o elemento distal da
matriz € visivel em alguns dedos como a lunula (REARDON et al., 1999).

O leito ungueal se estende da margem distal da lGnula até o hiponiquio. A retirada da
unha mostra um padréo de sulcos epidérmicos longitudinais que se estendem até a Iinula. Os
pequenos vasos do leito ungueal sdo orientados no mesmo eixo. Isso foi demonstrado pelo
método de corrosion casting em dedos de cadaveres (SANGIORGI et al., 2004).

Ja em relacdo a vascularizacdo do dedo, ela € feita por sistemas profundos e superficiais
com microvasculatura complexa. O suprimento arterial corresponde ao sistema profundo
enguanto as veias digitais dorsal e palmar existem superficialmente. O suprimento arterial dos
dedos das méos e dos pés é basicamente o mesmo. As artérias radial e ulnar suprem as arcadas
palmares profundas e superficiais que atuam como grandes anastomoses entre 0s dois vasos. A
regido subungueal é suprida por arcadas subungueais distais e proximais, surgindo por sua vez
de uma anastomose do arco palmar e do arco ungueal dorsal (DE BERKER, 2013;
SANGIORGI et al., 2004).

O suprimento arterial deficiente pode ter um efeito consideravel na polpa do dedo e na
unidade ungueal. Em um estudo ndo controlado, foi observado que a onicdlise, as unhas finas
e quebradicas e a descoloragdo eram atribuiveis a diminui¢cdo do fornecimento de sangue
(SAMMAN; STRICKLAND, 1962).

As unhas humanas podem ser acometidas por diversas patologias, desde alteracdo de
coloracéo a inflamagdes e infec¢Bes. No entanto, as Iaminas ungueais sdo barreiras resistentes
para a penetracao de fa&rmacos, limitando a passagem transungueal, o que dificulta a eficicia do
tratamento tépico das doencas que acometem o leito ou a matriz ungueal (ELSAYED, 2015).
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3.2 INFECCOES FUNGICAS

A relacdo do ser humano com os fungos acontece desde a antiguidade, onde o homem se
beneficia em alguns casos e em outros, pode sofrer consequéncias de uma infeccdo. O
conhecimento sobre fungos e sua acdo patogénica data de antes do estudo sobre bactérias.
Conhecida como micologia médica, o estudo de fungos de interesse médico iniciou com 0s
trabalhos de Robert Remark em 1837, ao descobrir o Favus, também denominado tinea favosa,
que trata de uma infeccdo dermatofitica inflamatéria cronica no couro cabeludo, geralmente
causada por Trichophyton schoenleinii (DE BESARQUES, 1994; VERA; CERVERA, 2001).

Entretando, os trabalhos de maior importancia foram do médico hungaro, David Gruby,
que classificou Candida no género Sporotrichum, apresentando o primeiro caso de candidiase
frente a Academia de Ciéncias de Paris, na Franca (HAZEN, 1995) e de Berg, que em 1846
estudou detalhadamente a Candida, e estabeleceu, definitivamente, a sua relagdo com a
candidiase oral (BERG, 1846). Em 1853, Charles Robin denominou esta levedura por Oidium
albicans, que posteriormente foi chamada de Monilia albicans, para entdo somente ser
denominada Candida albicans, do género Candida, em meados de 1923 por Berkhout, nome
que permanece até os dias atuais (ARENAS, 2011; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Até o inicio do século 20 a micologia médica ficou esquecida, e voltou a ter destaque com
os estudos de Raymond Sabouraud, que realizou o cultivo in vitro de fungos patogénicos
causadores de micose (SABOURAUD, 1910).

A medida que a medicina avancou, o nimero de infeccdes fingicas cresceu em todo o
mundo, isso ocorreu devido aos avancos na area de transplante de 6rgaos, quimioterapia em
pacientes neoplasicos, aumento no uso de antibidticos e crescimento do nimero de pessoas
imunossuprimidas, dessa forma, a infeccdo flngica oportunista tornou-se um importante causa
de morte em pacientes hospitalizados a partir da década de 90 (ANAISSIE, 1992; PFALLER;
WENZEL, 1992).

Embora seja dificil dimensionar as infecgdes flngicas, permanece claro que aquelas que
afetam a pele e a mucosa continuam a ser as mais importantes em termos de morbidade. Eles
representam um dos problemas de saide de maior alcance na populagdo mundial de todas as
idades, tendo sido comparados com a cérie dentaria e o resfriado comum em termos de
incidéncia e prevaléncia. Estima-se que 15 milhdes de pessoas em todo o mundo sofram de
micose do couro cabeludo, que na Inglaterra ocorrem 250.000 novos casos de dermatofitose a
cada ano, e que a onicomicose, uma das infec¢des fungicas com maior incidéncia no mundo,
afeta aproximadamente 2% a 3% da populacdo (EINARSON et al., 1996; VERA; CERVERA,
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2001). As infecgdes por fungos nas unhas afetam 3-8% da populagéo do Reino Unido (AMEEN
et al., 2014; SHAHZAD et al., 2014), cerca de 2-5 milhGes de pessoas, e sua incidéncia em
outros locais é tdo alta quanto, 13,4% na América do Norte, 23% na Europa e 20% no Leste da
Asia (GHANNOUM, MAHMOUD; ISHAM, 2014; GUPTA, ADITYAK.; VERSTEEG, 2016;
THOMAS, J. et al., 2010).

Segundo estudo realizado com 7852 pacientes de diferentes regides do pais
(CHIACCHIO et al., 2013), a ONC atinge cerca de 28,3% da populacédo brasileira. Outros
dados publicados na literatura mostram prevaléncias locais em alguns estados e cidades
brasileiras, entre elas 68,4% na cidade de Jo&o Pessoa (DA SILVA PONTES et al., 2002); 52%
no estado do Ceard (BRILHANTE et al., 2005) e 56,4% na cidade de Goiania (SOUZA et al.,
2010). No entanto, faltam estudos mais atuais e abrangentes que expressem a prevaléncia desta
infeccdo no territdrio nacional.

Para avaliar a atividade e resisténcia antifungica de farmacos no tratamento destas
infeccOes, é necessario a realizagdo de testes in vitro de forma padronizada. A organizagdo que
atualmente promove o desenvolvimento e 0 uso de padrbes e diretrizes para um consenso
laboratorial na comunidade de satde é o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
A ANVISA por sua vez, realiza tradugdes oficiais dos guias que orientam a realizacao de testes
padrdes (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI), [S.d.]).

A concentracdo mais baixa de um agente antimicrobiano que impede crescimento visivel
de um microorganismo no teste de sensibilidade por diluicdo em &gar ou caldo é definido como
a Concentracao Inibitéria Minima (CIM). O teste inicial que foi padronizado para determinacéo
do CIM foi o de macrodilui¢cdo em caldo, posteriormente modificada para microdiluicéo, que
mostrou excelente concordancia entre os resultados obtidos. Atualmente o método de referéncia
para determinacdo da sensibilidade a terapia antifingica sdo os testes de diluicdo em caldo,
disponiveis nos guias M27-A2 para leveduras e M38-A para fungos filamentosos (CLINICAL
AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI), [S.d.]).

O apéndice I deste trabalho, apresenta uma tabela resultante da pesquisa na literatura, dos

CIMs dos principais agentes utilizados para tratamento de onicomicoses.
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3.3 ONICOMICOSE

A palavra "onicomicose" é derivada das palavras gregas onyx, que significa unha, e
mykes, que significa fungo. A Onicomicose (ONC) é uma infeccdo fangica da unha que pode
atingir tanto unhas das mdos como dos pés. Quando causada por dermatéfitos, é chamada de
tinea unguium. Apesar da literatura sobre a epidemiologia da ONC ser muito variada, a maioria
dos autores afirmam que esta infeccédo é responsavel por 15 a 50% das doengas ungueais, onde
30% de todos os casos sao dermatofitoses. Pode afetar um ou mais componentes do aparelho
ungueal, incluindo a ldamina ungueal, a matriz e o leito ungueal (CHOUHAN; SAINI, 2012,
FAERGEMANN; BARAN, 2003; MURTHY; MAIBACH, 2012; THOMAS, JACKSON et al.,
2019; ZAIAS, 1985).

Com base em 11 estudos de base populacional, a prevaléncia global média foi estimada
em 3,6% (intervalo de confianga de 95%: 1,4% -5,8%) (SIGURGEIRSSON, B.; BARAN,
2014). No entanto, em 2017, a prevaléncia global de onicomicose foi estimada em 5,5% com
base em estudos epidemioldgicos publicados na época, estando dentro da faixa de estimativas
relatadas anteriormente (2% —8%) (GUPTA, ADITYA K.; VERSTEEG; SHEAR, 2017a).

A ONC é tipicamente uma infeccdo cronica (duragdo em torno de 5 anos), além disso, as
recidivas ocorrem frequentemente ap6s a interrupcdo da terapia antifungica (MONTI,
DANIELA et al., 2019a; ROSEN et al., 2015). A medida que a infeccdo avanca, a lamina
ungueal torna-se fragil e quebradica e pode ocorrer a separacdo da lamina ungueal do leito
ungueal. E causada principalmente por dermatéfitos (90%), sendo o Trichophyton rubrum
(71%) o principal agente causal e, as vezes, por leveduras ou bolores (GUPTA, ADITYA K.;
VERSTEEG; SHEAR, 2017a). Infec¢cbes por levedura do género Candida spp. (Candida
albicans e/ou Candida parapsilosis) sdo responsaveis por 2% das onicomicoses, e 8% das
infeccbes das unhas sdo causadas por fungos ndo dermatofitos, particularmente por
Scopulariopsis brevicaulis (LEE, MYUNG HOON et al., 2012; OBED MARTINEZ-
HERRERA et al., 2015).

Os fungos do género Candida e os ndo dermatofitos sdo responsaveis pela maioria dos
casos de onicomicose em climas moderados, enquanto os dermat6fitos causam a doenga em
climas quentes e tmidos (CHI; WANG; CHOU, 2005; WESTERBERG; VOYACK, 2013).

Quando o agente etioldgico pertence aos géneros Fusarium spp. e Aspergillus spp., 0s
tratamentos padrdo com terbinafina ou itraconazol que geralmente sdo aplicados para
dermatdfitos, ndo séo eficazes. Nestes casos, o tratamento topico com anfotericina B (solucéo
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2mg/mL em mistura de DMSO e alcool isopropilico 1:1) tem se mostrado satisfatorio
(MONOD, MICHEL; MEHUL, 2019).

Os efeitos da infeccdo podem incluir dor, infeccBes bacterianas secundarias, incapacidade
de usar sapatos, baixa autoestima e constrangimento emocional devido a desfiguracao das unhas
afetas (CHACON et al., 2013; ELEWSKI, 2000; THOMAS, J. et al., 2010).

3.3.1 Fatores de Risco e prevaléncia

Acredita-se que a ONC tenha se tornado mais prevalentes durante o século 20 devido a
migracao de pessoas, a maior expectativa de vida, aumento do nimero de pessoas com diabetes
ou sistema imunologico comprometido (como portadores de HIV) e aumento do uso de
calcados oclusivos (THOMAS, JACKSON et al., 2019).

Os principais fatores de risco para ONC séo: envelhecimento, diabetes, tinea pedis,
psoriase, cancer, obesidade, imunodeficiéncia, natacdo, tabagismo, higiene inadequada e
conviver com parentes com onicomicose (HANEKE; ROSEEUW, 1999; LIPNER; SCHER,
2019).

Tem-se observado um aumento da incidéncia da doenga devido ao envelhecimento da
populacdo. A prevaléncia da ONC aumenta com a idade, afetando 20% a 50% dos maiores de
60 anos (THOMAS et al.,2010; CHADEGANIPOUR; MOHAMMADI; SHADZI, 2016),
enquanto a prevaléncia em criancas na América do Norte é de aproximadamente 0,4% (SOLIS-
ARIAS; GARCIA-ROMERO, 2017), além do aumento no nimero de pacientes diabéticos que
sdo 2,5 vezes mais propensas a desenvolver esta infeccdo fungica (GUPTA; VERSTEEG, 2016;
ROSEN et al., 2015). As infec¢des fungicas cutaneas, onde um terco sao onicomicoses, estavam
entre as 5 principais doencas de pele por custo médico direto em 2004 (BICKERS, et al., 2006).

Embora a doenca seja associada a condi¢Oes extrinsecas, como imunossupressao, fatores
ambientais, objetos ou superficies contaminadas, (GARCIA-ROMERO; ARENAS, 2015)
forneceram evidéncias sobre predisposicdo familiar ou genética a infeccdo fangica, mediada
por imunidade inata e/ou adaptativa, mostrando que as pessoas sdo geneticamente suscetiveis a
infeccOes por dermatofitos em um padréo autossomico dominante.

A prevaléncia de onicomicose € alta entre individuos com mais de 60 anos (HANEKE;
ROSEEUW, 1999). Em um estudo prospectivo recente de pacientes com mais de 65 anos,
infeccBes flngicas foram a terceira queixa dermatoldgica mais comum (n = 240). E estimado
um aumento da prevaléncia de onicomicose em paralelo ao envelhecimento da populacéo
(POLAT; ILHAN; POLAT, 2015).
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A infeccdo em idosos, diabéticos e pacientes imunocomprometidos é particularmente
preocupante, visto que uma vez nao tratada, a ONC pode trazer complica¢des médicas e redugdo
da qualidade de vida, como desconforto e dificuldade em caminhar, além de fornecer uma fonte
para infeccdes secundarias nos pés, aumentando o risco de ulceragdes que podem levar até casos
de amputacdes (THOMAS et al., 2010; GUPTA; VERSTEEG, 2016; ELEWSKI; TOSTI,
2014), gerando um aumento no custo para os sistemas de salde.

Nos pacientes com imunossupressdo, foi observado que a onicomicose expressa
caracteristicas mais intensas e que o agente fingico pode se disseminar, causando uma doenca
sistémica ou até fatal. Em pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a
prevaléncia gira em torno de 23%, apesar de ndo haver relagéo significativa entre a carga viral
e o0 desenvolvimento de onicomicose, os fatores de predisposicdo incluem uma contagem de
células CD4 de aproximadamente 370 células/mm (GUPTA, ADITYA K. et al., 2000).

Outros fatores epidemioldgicos relacionados sdo profissdes que envolvem contato
frequente das unhas com agua e solo podendo contribuir para o estabelecimento da onicomicose
(ELLABIB etal., 2002), além do uso de sapatos oclusivos e apertados, hiperidrose, participacao
em atividades esportivas, trauma nas unhas, tratamento anterior ineficaz das unhas, uso de
piscinas de clube, banho comunitario e viver com familiares com infeccéo fungica (LEUNG et
al., 2020).

3.3.2 Tipos de Onicomicose

Para que haja sucesso no tratamento, € importante que haja a correta classificacdo da
doenca. A infeccdo fungica pode afetar toda lamina ungueal ou parte dela, uma ou mais unhas,
sendo dos pés e/ou das maos e/ou de ambos, e é caracterizada macroscopicamente como:
mudanca de coloragdo, espessamento ou afinamento da lamina, amolecimento e descolamento
do leito ungueal. No entanto, de acordo com o padrdo de acometimento da unha, existe uma
classificacdo que também € correlacionada com o fungo causador da injuria. O diagnostico
absoluto ndo é feito clinicamente, € necessario que seja realizado exame micologico
(microscépico direto e cultura (ELLIS, 1999; HAY; BARAN, 2011).

Diante do exposto, € possivel destacar a atual classificacdo em cinco formas: onicomicose
subungueal distal e lateral (OSDL), onicomicose superficial (OS), onicomicose subungueal
proximal (OSP), onicomicose endoniaca (OE) e onicomicose distréfica total (ODT) (HAY,
BARAN,2011). Existe também a onicomicose de padrdo misto, onde diferentes padrdes de

infeccdo da ldamina ungueal podem ser observados no mesmo individuo.
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3.3.2.1 Onicomicose subungueal distal e lateral (OSDL)

O subtipo clinico mais comum de onicomicose € a onicomicose subungueal distal e
lateral, onde o local de invaséo fungica é a partir da superficie inferior lateral ou distal da lamina
ungueal (Figura 2). E caracterizada com a presenca de onic6lise com hiperceratose e varias
formas de despigmentacdo. Mais comumente, é branco ou amarelado, mas j& foram relatadas
outras mudancas de cor, como descoloracdo de marrom, preto e laranja. O T. rubrum € o
principal agente etioldgico encontrado neste tipo de ONC (HAY; BARAN, 2011; LEE, SANG
WON et al., 2004).

Figura 2 — Onicomicose subungueal distal e lateral.

Fonte: (HAY; BARAN, 2011).

OSDL esta associada a uma variedade de fungos diferentes. Essa forma de invaséo da
lamina ungueal pode ser complicada por outras alteracdes fisiopatoldgicas, em alguns casos
estd associado as estrias longitudinais da unha, chamadas de dermatofitoma, que também
podem ser observadas em outros tipos de onicomicose, mas sdo mais comuns na OSDL. Pode
atingir somente a borda lateral da unha ou qualquer outra parte da placa ungueal. No entanto,
estd associada a presenca de queratina esponjosa subjacente, frequentemente infiltrada por
fungos ou bactérias, e a falha do tratamento € comum, a menos que a area seja excisada. A
onicolise, que é o descolamento da unha do leito ungueal, é ocasionalmente a Unica
anormalidade fisica associada a invaséo da lamina ungueal distal e lateral (HAY; BARAN,
2011; ROBERTS; EVANS, 1998).
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3.3.2.2 Onicomicose superficial (OS)

Comumente chamada de onicomicose superficial branca (Figura 3), sabe-se que ela pode
se apresentar com uma variedade de cores dependendo do organismo envolvido, portanto, 0 uso
do termo "onicomicose superficial” ¢ mais adequado.

Em geral, a infecgéo inicia na camada superficial da lamina ungueal e se espalha para as
camadas mais profundas. Em maior parte, as lesbes se mostram brancas esfareladas na
superficie das unhas, particularmente nas unhas dos pés. Estes se espalham gradualmente até
atingir toda a lamina ungueal. Algumas formas de infecgdo superficial surgem como bandas
lineares da prega ungueal proximal, e em alguns casos acometem a unha de forma profunda.

Nenhum deles responde bem a terapia topica (AMEEN et al., 2014).

Figura 3 — Onicomicose superficial branca.

Fonte: (HAY; BARAN, 2011).

3.3.2.3 Onicomicose subungueal proximal (OSP)

Este tipo de onicomicose geralmente se origina na prega ungueal proximal, com
subsequente penetracdo na lamina ungueal recém-formada, ou abaixo da lamina ungueal
proximal. A porcéo distal da unha permanece normal. A maioria dos casos de OSP (figura 4)
atingem as unhas dos pés, onde o agente etioldgico mais comum é o T. rubrum.

Na populagdo imunocompetente, a OSP é uma infeccdo ungueal por dermatofitos rara,
porém é frequente em pessoas com AIDS, sendo as vezes, considerada como marcador da
infeccdo por HIV (AMEEN et al., 2014).
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Figura 4 — Onicomicose subungueal proximal.

Fonte: (HAY; BARAN, 2011).

3.3.2.4 Onicomicose endoniaca (OE)

Nesse tipo de infeccdo, em vez de invadir o leito ungueal através da margem da lamina,
o fungo penetra diretamente na queratina da lamina ungueal, a superficie da unha tende a se
fragmentar, apresenta coloracdo escura, e 0 espessamento é quase inexistente (Figura 5). Na
onicomicose enddnica, 0s organismos causadores mais comuns sdo T. soudanensee T.
violaceum (AMEEN et al., 2014).

Figura 5 — Onicomicose endoniaca.

Fonte: (HAY; BARAN, 2011).
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3.3.2.5 Onicomicose distrofica total (ODT)

Qualquer um dos tipos de onicomicose citados acima pode eventualmente progredir para
um quadro de onicomicose distrofica total (Figura 6), sendo um quadro clinico secundério, onde
alamina ungueal é quase completamente destruida, e o leito ungueal fica mais espesso e sulcado
e geralmente coberto com detritos. Pode levar de 10 a 15 anos para desenvolver.

A ODT de causa primaria € rara e geralmente é causado por espécies de Candida, afetando
principalmente pacientes imunocomprometidos. N&o € apenas o estagio mais dificil de tratar,
mas também o tipo com maior risco de desenvolver ulceragcdes subungueais, infec¢cdo
bacteriana secundéria e gangrena em pacientes com circulacdo periférica prejudicada (AMEEN
etal., 2014; HAY; BARAN, 2011; “Onychomycosis - StatPearls - NCBI Bookshelf”, [S.d.])

Figura 6 — Onicomicose distrofica total.

Fonte: (HAY; BARAN, 2011).

Além desses, outro tipo de onicomicose ocasionada pela levedura Candida possui quatro
caracteristicas clinicas distintas como: presenca de paroniquia (infec¢do do tecido ao redor da
unha) crénica com distrofia, candidiase cronica mucocutanea, onicolise distal. A contaminacéo
por Candida spp. nas unhas sdo comumente relacionadas a uso de corticoides, pessoas
imunossuprimidas, imunocomprometidas e insuficiéncia vascular periférica (AMEEN et al.,
2014).

Além das alteragdes morfologicas da lamina ungueal, que pode ser permanente ou néo, a
infeccdo fungica nas unhas podem causar dor, afetar o individuo de forma emocional e
socialmente, e originar infecgdes secundarias por bactérias. A infeccdo pode se propagar
facilmente para outras unhas, e contaminar outras pessoas pelo uso inadequado de objetos

como: tesouras, alicates e lixas de unha (GELOTAR et al., 2013).
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3.3.3 Diagnostico laboratorial das onicomicoses

Antes de tratar a onicomicose, € importante confirmar o diagnostico, visto que varios
outros processos patoldgicos podem mimetizar a onicomicose, incluindo onicogrifose (unhas
espessas), psoriase, distrofia traumatica e liquen plano (ARRESE; PIERARD-
FRANCHIMONT; PIERARD, 1999). A confirmagio é fundamental para evitar falhas no
tratamento, diagnosticos incorretos, efeitos colaterais desnecessarios e potenciais interacdes
medicamentosas (LIPNER; SCHER, 2016a).

As caracteristicas clinicas de unhas distréficas devem alertar para a possibilidade de
onicomicose, mas qualquer tipo de tratamento sO deve ser iniciado apds confirmacao
laboratorial. Isso impede um diagndstico equivocado, além de detectar infeccBes mistas, e
identificar se o paciente apresenta infeccdo com formas menos responsivas.

A confirmacdo laboratorial pode ser feita através do exame micolégico direto, cultura
fangica, exame histopatoldgico e biologia molecular, de diferentes partes das unhas afetas (a
amostra depende do caso clinico). O material deve ser colhido de todas as partes que apresentam
alteracdo de cor, distrofia ou estejam quebradicas. Quando h& acometimento superficial, a
raspagem das unhas pode ser feita com uma cureta (AMEEN et al., 2014; GUPTA, ADITYA
K.; VERSTEEG; SHEAR, 2017a).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD), o exame micoldgico é a
primeira etapa do diagnostico laboratorial, requer recursos humanos especializados e indica se
contém ou ndo estruturas fungicas que sao avaliadas quanto a morfologia e coloracdo. O exame
é realizado apods a clarificacdo das escamas com solucdo aquosa de hidréxido de potassio e
dimetil sulfoxido.

Ja a cultura fangica, padrdo ouro de diagnostico, € necessaria para isolar e identificar a
espécie, devendo o material ser inoculado sempre em diferentes meios, por exemplo, o agar
Sabouraud simples, o 4gar Sabouraud com ciclo-heximida, que inibe o crescimento de fungos
contaminantes, o &gar Sabouraud com cloranfenicol, que tem por finalidade inibir o crescimento
de bactérias, entre outros (DE ARAUJO et al., 2003). Uma limitacio do teste é o tempo que
leva para obter resultados (até duas semanas). Outra técnica de diagnostico utilizada é a analise
histopatoldgica usando coloracdo de acido periddico-Schif (REISBERGER et al., 2003). E
importante salientar que na coleta do material o paciente deve estar sem uso de antifingico

topico hd uma semana e/ou antiflingico sistémico ha dois meses.
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Nos Ultimos anos, novas técnicas de diagnostico foram desenvolvidas usando ferramentas
de genética molecular para diagnosticar dermatdfitos, espécies de Candidae fungos
ndo dermatofiticos. Ensaios de reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) foram
desenvolvidos como técnica de deteccdo e identificagdo simultanea dos dermatofitos mais
prevalentes em amostras de unha, pele e cabelo, além de ter um tempo de resposta rapido, em
média 24 horas (MONOD, MICHEL et al., 2006).

A prevaléncia de fungos filamentosos ndo dermatdfitos (FFND) na onicomicose foi
estimada em aproximadamente 20% dos casos a partir da identificacdo por PCR (MONOD,
MICHEL etal., 2006; VERRIER et al., 2012). J4 a prevaléncia fornecida a partir do diagndstico
por cultura variam amplamente na literatura de 3% a 80% (SCHERER; MCCREARY’; HAYES,
2001). No que trata da cultura fangica, frequentemente € dificil distinguir se a presenca de
fungos é oriunda da infeccdo ou de contaminacdo. No entanto, a técnica de PCR se mostra
confidvel e adequada para realizar a identificacdo in situ de dermatéfitos, leveduras e FFNDs
em onicomicoses (MONOD, MICHEL ; MEHUL, 2019; VERRIER; MONOD, 2017).

Por fim, os métodos imunoldgicos sdo outra tendéncia atual na detec¢do da onicomicose.
Foi produzido um anticorpo monoclonal anti-dermatéfito que reage com o antigeno
polissacarideo da parede celular dos dermatéfitos (NORIKI; ISHIDA, 2016). A partir do uso
deste anticorpo com a imunocromatografia, tiras de teste foram desenvolvidas, validadas (H;
M, 2016; HIGASHI et al., 2012; TSUNEMI; HIRUMA, 2016) e estdo disponiveis como novos
dispositivos (Tira de teste de dermatdfito, INC Corporation, Téquio, Japao; FungiCheck, HFL

Laboratories, Holanda — Figura 7).

Figura 7 — Tira de teste imunocromatografico de dermatéfito FungiCheck, HFL Laboratories,

Holanda.
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Fonte: https://www.fungicheck.com/.
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A tabela 1 (MONOD, MICHEL; MEHUL, 2019) traz um resumo dos metddos utilizados
para o diagnostico de onicomicose e rapida identificagdo do patdgeno na Franca. Esta, porém,

ndo é uma realidade quando se trata de Brasil.

Tabela 1 — Resumo dos métodos usados para diagnéstico de onicomicose.

Meétodo Alvo Uso Tempode  Especificidade Referéncia
Resultado
Fungos
Exame Hifas e esporos  PP,RL 2-5 min (Trichophyton, (MONOD,
micoldgico nas unhas FFENDs, M. et al.,
direto Leveduras) 1989)
T. rubrum, T.
Cultura Crescimento RL 7-14 dias interdigitale, (EENGLIS
fungico FFNDs e H, 1976)
leveduras
(MONOD,
PCR DNA flngico RL 5 horas Trichophyton, MICHEL et
FFNDs, al., 2006;
Leveduras VERRIER;
MONOD,
2017)
Espectrometria Sub6 PD 24 horas T.rubrumeT.  (MEHUL et
de massas interdigitale al., 2016)
Western Sub6 PD - Trichophyton (MEHUL et
Blotting al., 2019)
(MEHUL et
ELISA Sub6 - 24 horas Trichophyton al., 2019)
(H; M,
Tira de teste 2016;
imunocromato-  Polissacarideos PP 15 min Trichophyton HIGASHI et
gréafico al., 2012;
TSUNEMI;
HIRUMA,
2016)

PP: uso no sistema particular privado; RL: uso em laboratdrio de rotina; PD: uso para pesquisa e desenvolvimento.
FFNDs: fungos filamentosos ndo dermatéfitos. Sub6: protease secretada por T. rubrum e T. interdigitale durante

a infeccao.

Fonte: Adaptado de (MONOD, MICHEL; MEHUL, 2019).
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3.3.4 Tratamento da onicomicose

O tratamento das onicomicoses esta baseada em trés segmentos terapéuticos:
medicamentos topicos, medicamentos sistémicos e remocdo mecanica ou quimica da lamina
ungueal. Terapia combinada (medicamentos orais + topicos) também € utilizada e tem
demonstrado beneficios clinicos e econdmicos. A escolha do seguimento terapéutico varia de
acordo com os sinais clinicos do paciente, tipo de infeccdo e comprometimento da unha
(LECHA, MARIO et al., 2002).

O objetivo final da terapia antifingica difere de acordo com a perspectiva, 0s pacientes
procuram uma unha de aparéncia saudavel, enquanto os médicos buscam erradicar o fungo
causador e impedir uma recidiva (objetivo a longo prazo e que necessita de total adesdo do
paciente ao tratamento). A adesdo geralmente depende da conveniéncia do tratamento,
principalmente em relacdo a posologia e administracao, e dos possiveis efeitos adversos. Além
disso, 0s pacientes costumam interromper o uso do antifingico logo no momento que percebem
uma melhora visual na(s) unha(s) afeta(s), o que possibilita restabelecimento da infeccéo
fangica (LECHA, M. et al., 2005).

A recorréncia da infeccdo € comum apds o tratamento da onicomicose (20-25%)
(PIRACCINI; SISTI; TOSTI, 2010; SCHER; BARAN, 2003) e geralmente ocorre dentro de 3
anos apos o término da terapia. As recidivas geralmente sdo decorrentes de infeccao persistente
apos cura incompleta, e/ou reinfeccdo, ou seja, outra infeccdo apds cura completa (GUPTA,
ADITYA K.; COOPER; PAQUET, 2013; SIGURGEIRSSON, BAROUR et al., 2002)

3.3.4.1 Tratamento oral

Farmacos para uso sistémico, entre eles a terbinafina, itraconazol e fluconazol sdo
recomendados para onicomicose moderada e grave, nos casos em que a matriz ungueal esta
envolvida. Em contrapartida, podem resultar em interagdes medicamentosas, e risco aumentado
de hepatotoxicidade e insuficiéncia cardiaca congestiva (RICH; TOSTI; SCHER, 2013).
Embora raros, foram relatados niveis elevados de aminotransferase sérica e lesdo hepatica em
pacientes em tratamento oral para onicomicose. Se houver algum sinal de lesdo hepatica, o
tratamento deve ser descontinuado (GUPTA, ADITYA K.; VERSTEEG; SHEAR, 2017a).

Agentes orais podem ser contraindicados em pacientes em polifarméacia como idosos,

imunocomprometidos, pacientes em didlise e transplantados, pois as interacdes
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medicamentosas com terapias antifungicas podem provocar interagfes sinérgicas e/ou
antagbnicas (JOHNSON et al., 2004).

Apesar da terapia sistémica apresentar riscos de interacdes medicamentosas, e efeitos
colaterais associados, ela é mais eficaz e indicada nos casos de ONC em que a matriz ungueal
também esté afetada pela infeccdo. No Brasil, os farmacos indicados pela Sociedade Brasileira
de Dermatologia sdo a Griseofulvina (GRV), Terbinafina (TBF), Itraconazol (ITZ) e
Fluconazol (FLZ). A tabela abaixo, retirada do Manual de conduta nas onicomicoses
diagnostico e tratamento, da Sociedade Brasileira de Dermatologia, criado ap6s 2005 (sem data
especificada do documento), apresenta a indicagdo das doses e duragdo de tratamento da
onicomicose em unhas das maos e dos pés.

Tabela 2 — Dose e duracao dos tratamentos sistémicos.

Tratamento sistémico — Unhas das méaos

Farmaco Dose Duragao
ITZ 200mg/d 6-12 semanas
ITZ 400mg dia/7d/més 2-3 pulsos
TBF 250mg/d 6-12 semanas
TBF 500mg dia/7d/més 2-3 pulsos
FLZ 150mg/semana Até cura clinica

GRV 500 — 1000mg Até cura clinica
Tratamento sistémico — Unhas dos pés
ITZ 200mg/d 12-24 semanas
ITZ 400mg dia/7d/més 3-6 pulsos
TBF 250mg/d 12-24 semanas
TBF 500mg dia/7d/més 3-6 pulsos
FLZ 150-300mg/semana Até cura clinica
GRV 500 — 1000mg Até cura clinica

ITZ: Itraconazol. TBF: Terbinafina. FLZ: Fluconazol.GRV: Griseofulvina.
Fonte: Adaptado do Manual de conduta nas onicomicoses (RUIZ; CHIACCHIO, 2005).

A terbinafina e o itraconazol foram aprovados pelo Health Canada, FDA, ANVISA, para
tratar onicomicose causada por dermatofitos, com taxa de cura completa de 46% e 21% a 22%,
e taxa de cura micologica de 60% e 63% a 69% respectivamente (GUPTA, ADITYA K,
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KONNIKOV; LYNDE, 2001; GUPTA, ADITYA K.; VERSTEEG; SHEAR, 2017a; HAVU et
al., 1997; MADDIN; QUIRING; BULGER, 2013).

O fluconazol ¢é aprovado para ONC na Europa. No entanto, possui uso off label nos USA,
Canada e Australia (LIPNER, 2019). No Brasil, as bulas dos medicamentos com este farmaco,
trazem a indicagdo para tratamento da ONC, e apresenta cura completa e taxas de cura
micoldgica compardveis ao itraconazol, 20% e 55% a 59%, respectivamente (“[BULA]
FLUCOCIN® (fluconazol) EMS S/A Capsula dura 150 mg”, [S.d.]; GUPTA, ADITYA K.;
VERSTEEG; SHEAR, 2017a; HAVU et al., 2000).

A griseofulvina foi prescrita sistematicamente para tratamento de ONC entre 1950 e
inicio de 1960. No entanto, mesmo sendo ainda aprovada pelo FDA para esta finalidade, é
raramente usada por existirem outros medicamentos aprovados para esta finalidade, com
menores efeitos colaterais. (LIPNER, 2019). No Brasil, atualmente, ndo existe nenhum
medicamento registrado contendo a griseofulvina, apesar de ter uso indicado para criangas com
onicomicose (AMEEN et al., 2014; DAVIES; EVERALL; HAMILTON, 1967). No entanto,
este farmaco pode ser manipulado em farmacias magistrais brasileiras, sendo as formas
farmacéuticas capsulas e xarope, as mais comuns.

O cetoconazol foi usado para tratar a onicomicose a partir de 1981, com melhor absorc¢éo
e tempo de tratamento mais curto em compara¢do com a griseofulvina. Atualmente é também
raramente prescrito, devido ao risco aumentado de efeitos colaterais hepaticos graves (GUPTA,
ADITYA K.; RYDER, 2003).

Os triazdis de segunda geracdo (voriconazol, posaconazol, ravuconazol, albaconazol,
pramiconazol) tém atividade antifingica de amplo espectro, particularmente para leveduras e
fungos ndo dermatdfitos. Eles tém um perfil de seguranca aprimorado e menos interacdes
medicamentosas do que os triazdis de primeira geragdo. Os ensaios clinicos que avaliam sua
eficacia para onicomicose sdo atualmente limitados ou em andamento. Seu uso é limitado pelo
alto custo e, até o momento, séo utilizados principalmente para o tratamento de infeccfes
fangicas oportunistas invasivas, e em imunocomprometidos (AMEEN et al., 2014).

Novos farmacos para terapia oral estdo sendo testados para tratamento da ONC. O
Etanolato de L-lisina de fosravuconazol, é um triazol e pro-farmaco do ravuconazol. Em um
ensaio clinico duplo-cego randomizado para onicomicose de unha (n = 153), foi administrado
diariamente o farmaco e o placebo durante 12 semanas. Como resultado, na semana 48 as taxas
de cura completa (59,4% vs. 5,8%) e micoldgica (82% vs. 20%) foram significativamente
maiores que o placebo (WATANABE; TSUBOUCHI; OKUBO, 2018).
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3.3.4.2 Tratamento tdpico

O tratamento tépico é recomendado em casos de ONC leve a moderada (até 60% da
lamina ungueal comprometida) ou quando os agentes orais sdo contraindicados (GUPTA,
ADITYA K.; STUDHOLME, 2016). Como principal vantagem esta a auséncia de efeitos
colaterais sistémicos. Apesar de novos agentes estarem disponiveis com objetivo de melhorar
a penetracdo na unidade ungueal, a fim de aumentar a eficacia, as taxas de cura com
monoterapia topica se apresentam menores do que aquelas com terapia antifingica sistémica.
O farmaco ideal para o tratamento topico deve ter penetracdo efetiva e em altas concentraces
na lamina ungueal (BOHN; KRAEMER, 2000; FINCH; WARSHAW, 2007; LECHA, M. et
al., 2005). Isto portanto, ndo depende exclusivamente das caracteristicas do farmaco, mas
também das caracteristicas dos componentes presentes na forma farmacéutica onde ele se
encontra veiculado.

Neste contexto, os esmaltes medicinais atuais possuem uma grande limitacdo oriunda da
formulacdo, que € tipicamente baseada no uso de solventes organicos que evaporam apds
aplicacdo, deixando na placa ungueal o farmaco cristalizado que é incapaz de particionar ou
difundir para o leito ungueal. Diante disto, segundo Lipner (2019) o uso desses esmaltes deveria
ser evitado como terapia tdpica devido ao desconhecimento da real eficacia.

A terapia topica requer tratamento mais longo (geralmente 48 semanas) e em geral é
menos eficaz que o tratamento oral, possivelmente devido a baixa penetracdo do ativo na placa
ungueal (LEUNG et al., 2020).

Os farmacos aplicados topicamente no tratamento de onicomicoses sao: amorolfina 5%,
ciclopirox 8%, tioconazol 28% (LECHA, M. et al., 2005), tavaborol 5%, efinaconazol 10%,
terbinafina 10% (LEUNG et al., 2020), econazol 5% luliconazol 1%, este ultimo ainda sob
patente.

Tavaborol (solugdo) € uma terapia topica recém-aprovada pelo FDA para onicomicose
causada por T. rubrum ou T. mentagrophytes. O efinaconazol (solucdo) também foi aprovado
pela FDA e pela Health Canada em 2014 para o tratamento de onicomicose causada por T.
rubrum e T mentagrophytes. Em varios ensaios clinicos de fase I11, o efinaconazol atingiu taxas
de cura completa e de cura micoldgica entre 15% e 18% e de 53% a 55%, respectivamente
(ELEWSKI et al., 2013; GUPTA; SIMPSON, 2014; GUPTA; VERSTEEG; SHEAR, 2017a).

Tioconazol é um agente antifungico de amplo espectro indicado para tratamento topico
de onicomicose em solucdo a 28%, disponivel na Europa e no Canada (Trosyl®, Trosid®).
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Hay; Mackie; Clayton (1985) investigaram a eficacia da aplicagdo tdpica dessa solucdo em 27
pacientes com onicomicose por até 12 meses e alcangaram 22% de taxa de cura completa.

Em estudo multicéntrico, duplo-cego e randomizado de fase 11l conduzido em pacientes
japoneses com onicomicose subungueal lateral distal, a taxa de cura completa para o luliconazol
solucdo a 5%, aplicado uma vez ao dia por 48 semanas, foi de 14,9% versus 5,1 para o veiculo
e a taxa de cura micoldgica foi de 45,4% (WATANABE; KISHIDA; OKUBO, 2017). Jd em
estudo mais recente, a taxa de cura completa foi de 33,3% em tratamento de 11,9 meses de
duracdo, aplicando solucéo de luliconazol a 5% (SHIMOYAMA; KUWANO; SEI, 2019).

Em relagéo ao econazol para uso ungueal no tratamento da onicomicose, foi desenvolvido
um esmalte chamado Econail®, contendo 5% de econazol associado a 18% de 2-n-nonil-1,3-
dioxolano (SEPA), um composto usado para promover a penetracdo do farmaco nas unhas (HUI
et al., 2003). Um registro na literatura foi encontrado, onde o fabricante indica que os estudos
clinicos de fase | foram realizados, e que os de fase Il iriam iniciar em abril de 2007
(MACROCHEM (MACM.OB), [S.d.]).

Estudos demonstram que a amorolfina 5% (POLAK, 1993) e o ciclopirox 8% (BOHN;
KRAEMER, 2000) ambos na forma farmacéutica esmalte atravessam a lamina ungueal
conseguindo atingir o leito ungueal em concentraces superiores a concentracdo inibitoria
minima (CIM) para a maioria dos fungos que causam onicomicose. Ja o ciclopirox esté indicado
contra dermatéfitos, Candida spp, e alguns fungos filamentosos ndo dermatdéfitos. Pode ser
encontrado no mercado internacional na forma de esmalte convencional e esmalte hidrofilico
(LEUNG et al., 2020; MALAY et al., 2009).

A amorolfina (ndo aprovada pelo FDA para uso nos EUA) age contra dermatofitos,
leveduras e fungos filamentosos ndo dermatéfitos, atinge duas enzimas envolvidas na
biossintese do ergosterol, modificando a morfologia da hifa, atuando como fungicida e
fungistatica (BOHN; KRAEMER, 2000; MULLER; POLAK-WYSS; MELCHINGER, 1992).

O Lamisil (terbinafina 1%) nas trés apresentagdes (solucéo, spray e creme) sdo 0s Unicos
produtos industrializados para uso topico no tratamento de pe de atleta (fungo) contendo este
farmaco. Apesar da terbinafina ter potencial terapéutico para veiculagdo topica e ter
formulacdes desenvolvidas e descritas na literatura, nenhum produto topico esta registrado e
disponivel atualmente no mercado a base de terbinafina direcionado para uso ungueal no
tratamento de onicomicose.

Para o tratamento de ONC, Thatai; Sapra (2018) desenvolveram um esmalte de
terbinafina que mostrou maior penetracdo (~3,25 vezes) e retengdo (~11 vezes) em casco

animal em comparacdo com a formulacéo comercial testada (creme). A terbinafina também foi
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veiculada em Transfersome®, os dados pré-clinicos dessa formulacdo sugerem que o
Transfersome® acelera a entrada da terbinafina liberada da formulagdo nos fungos e
potencializa seus efeitos antifungicos, resultando em maior atividade, em comparacdo com a
terbinafina spray. Em um estudo administrando a formulagéo duas vezes ao dia por 12 semanas
em pacientes com onicomicose foi verificado altas taxas de cura micoldgica evidenciando o
efeito clinico dessa preparagio (SIGURGEIRSSON, BARDUR; GHANNOUM, 2012). P-3058
também é uma nova preparacao topica de terbinafina a 10%, que esta sendo testado em um
ensaio randomizado de fase 3 para avaliar a seguranca e eficacia de P-3058 no tratamento de
onicomicose subungueal distal e lateral nas unhas dos pés quando administrado uma vez
semanalmente por 48 semanas (CASERINI, 2018). Outra formulacédo topica de terbinafina é
MOB-015 que recentemente atingiu cura micoldgica de 70% e cura completa de 4,5% na
semana 52 em um estudo randomizado de fase 3 (MOBERG PHARMA AB, 2019).

No Brasil, a Sociedade Brasileira de Dermatologia (SBD) indica o uso de esmalte de
amorolfina 5%; esmalte de ciclopirox 8% e solucdo de tioconazol 28% para terapia topica nos
casos em que a infeccdo ndo atinge a matriz ungueal, como na onicomicose superficial, quando
ha contraindicacdo do tratamento sistémico, e na profilaxia pos-tratamento. No entanto, apesar
da SBD indicar o uso de tioconazol solucdo a 28%, este produto ndo esta disponivel no mercado
nacional (RUIZ, L. R. B.; CHIACCHIO, N. DI, [s.d.]).

Além destas formulagdes citadas, nas farmacias de magistrais brasileiras, é possivel
manipular algumas formulacdes indicadas para onicomicose, mediante prescri¢do. No entanto,
nestes locias também é possivel encontrar produtos de fabricacdo prépria vendidos diretamente
no balcdo contendo diferentes antifingicos em diferentes concentrages como mostrado na

figura abaixo.
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Figura 8 — Diferentes esmaltes de fabricacdo propria encontrados em farmécias de manipulagéo.
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Outro produto disponivel no mercado nacional é o Clotrimix, notificado na ANVISA
como cosmético (isento de registro), sob a apresentacdo de base fortalecedora. Este produto
apresenta em sua composi¢cdo uma associacao entre o clotrimazol e 6leos essenciais. Na tabela
abaixo estdo descritos os medicamentos regularizados e comercializados no Brasil para
tratamento de ONC e as principais informagéo quanto ao fabricante, composi¢do, modo de uso,

duracdo de tratamento, indicacdo de bula e populacGes especiais.


https://www.centralmanipulados.com.br/beleza/unhas/fluconazol-1-terbinafina-1-esmalte-antifungico-tratamento-de-micose-de-unhas
https://www.centralmanipulados.com.br/beleza/unhas/fluconazol-1-terbinafina-1-esmalte-antifungico-tratamento-de-micose-de-unhas
https://www.oficialfarma.com.br/esmalte-antimicotico-5ml/p
https://www.oficialfarma.com.br/esmalte-antimicotico-5ml/p
https://www.farmaciaeficacia.com.br/fluconazol-terbinafina%20/

Tabela 3 — Medicamentos tdpicos comercializados no Brasil para tratamento de ONC.

Farmaco/
concentracéo/for Nome Fabricante Composicéo Modo de uso Duracéo do Indicacdo
ma farmacéutica comercial tratamento da bula
Acetato de etila, alcool isopropilico,
Fungirox® UClI- polimero avalure AC 375 Lixar unhas /
Farma limpar / aplicar Tratamento
Ciclopirox 1° més: dias Maos: 6 meses = de infeccOes
8% A|COO| isopropﬂicol acetato de etila, alternados 2° /Pés: 9al2 fL'Jngicas das
Esmalte polimetacrilicoocopoliacrilato e més: 2x meses unhas.
Micolamina® TheraSkin dimetilsulfoxido semana
3°més: 1x
semana
Loceryl® Galderma Copolimero de &cido metacrilico,
triacetina, acetato de butila, acetato
de etila e alcool etilico. Tratamento
Onicoryl® Germed Lixar unhas / Maos: 6 meses de
Amorolfina Dermoceryl® EMS limpar / aplicar /Pés:9al2 micoses de
5% Lomytrat® Legrand Copolimero de acrilato de etila, Uma vez por meses unha
Esmalte Onimorf® Nova Quimica metacrilato de cloreto de etil semana (onicomico-
Onicoryl® Germed trimetilaménio e metacrilato de ses).
Morofin®* Abbott metila, triacetina, acetato de etila,
Unha sana®* Kley Hertz acetato de butila e alcool etilico

*registrados no site da ANVISA, mas &o disponiveis no site dos fabricantes, nem encontrados em busca rapida pelo google.

Fonte: a autora.
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Populac6es especiais

Né&o héa adverténcias e
recomendacdes
especiais para idosos.

Néo é indicado para
uso em criangas (falta
de dados suficientes).

Durante a gravidez e
amamentacao, o
produto somente
pode ser usado a

critério do médico.

Né&o deve ser
utilizado em criancas.

N&o h& dados
adequados sobre o
uso de amorolfina em
mulheres gréavidas
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Independentemente da terapia (oral e/ou topica), se uma unha inteira for afetada pela
infecgdo fungica e o tratamento for bem-sucedido, considerando a taxa meédia de crescimento
ungueal, esta unha levara aproximadamente 6 meses para esta completamente saudavel. Este
processo € ainda mais demorado para as unhas dos pés (em torno de 12 a 18 meses (LIPNER,;
SCHER, 2016b).

Por fim, a retirada cirargica total da unha estd em desuso, pois pode deixar a unha
distréfica temporaria ou permanentemente, gerando traumas a matriz ungueal. No entanto, a
retirada parcial pode ser feita por meio da remocdo da area afetada apenas (RUIZ,
CHIACCHIO, 2005).

3.34.2.1 Ciclopirox Olamina

Ciclopirox olamina (CPO) é o sal de etanolamina de ciclopirox, de nomenclatura quimica
2-aminoetanol sal do 6-ciclohexil-1-hidroxi4-metil-2-piridona (LOHAUS; DITTMAR, 1981),
que foi relatada pela primeira vez como agente antifingico em 1973 (originalmente chamada
HOE 296) (NIEWERTH et al., 2003), apresenta amplo espectro de acdo contra diversos
dermatofitos, leveduras e fungos clinicamente relevantes, sendo um agente fungicida e
fungistético e, adicionalmente, demonstra atividades antibacterianas e anti-inflamatorias,
mostrando-se Util para dermatoses superficiais, que estdo associadas a infeccdo bacteriana e
inflamacdo (DITTMAR et al., 1981; GUPTA, ADITYA K; PLOTT, 2004).

O Ciclopirox olamina é um farmaco derivado da hidroxipiridona, que possui estrutura
quimica (Figura 9) e mecanismo de acdo diferente dos demais ativos antifingicos (GUPTA,
ADITYA K; SKINNER HBSC, 2003), ciclopirox olamina 1% é equivalente a 0,77% da forma
de acido livre (ciclopirox 0,77%), e a olamina ndo possui efeito antifungico (GUPTA, A. K.,
2001). Apresenta forma cristalina branco-amarelada, possui formula molecular C14H24N20s,
peso molecular de 268, 35 g/mol, ponto de fusédo caracteristico de 143°C, pKa de 6,84 e LogP
de 2,22 (DRUGBANK; PUBCHEM, 2021).

Segundo Tauber; Miller-Goymann (2015), a 32°C o CPO apresenta solubilidade em agua
e em tampdo PBS de 21,21 + 0,26 mg/mL e 22,98 + 0,13 mg/mL, respectivamente.
Corroborando com o resultado anterior, Palliyil; Lebo; Patel (2013) obtiveram valores de
solubilidade maiores que 20 mg/mL do CPO em tampdo PBS a 32°C.

Ja em temperatura ambiente, a solubilidade do CPO em agua foi em torno de 12,4 mg/mL
(NOGUEIRAS-NIETO, LUIS; BEGONA DELGADO-CHARRO; OTERO-ESPINAR, 2013).
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Figura 9 — Estrutura quimica do Ciclopirox olamina.

Fonte: PubChem (2021).

O mecanismo de acdo do ciclopirox é complexo, tendo como alvo diversos processos
metabolicos da célula e diferentemente da maior parte dos antifingicos, o CPO nao afeta a
biossintese de esterdis. Possui alta afinidade por cétions trivalentes como o Fe®*, depletando
esse cofator essencial em enzimas como os citocromos. Em decorréncia dessa deplecéo por
guelacdo, o CPO modifica o metabolismo celular, pois afeta os processos de transporte de
elétrons mitocondrial na producéo de energia. Além disso, o reduz CPO a atividade da catalase
e da peroxidase, que sdo responsaveis pela degradacao intracelular de perdxidos toxicos.

Em adicéo, os primeiros estudos de Sakurai et al., (1978) sobre 0 mecanismo, mostraram
que a absor¢édo de nutrientes para o reservatorio interno é afetada e em células em crescimento,
a escassez intracelular de aminoacidos e nucleotideos essenciais contribui secundariamente
para reducdo da sintese de proteinas ou acidos nucléicos (IWATA; YAMAGUCHI, 1981;
MARKUS, 1999).

Este antifingico em altas concentracfes, pode alterar a permeabilidade da célula fangica
(GUPTA, ADITYA K; SKINNER HBSC, 2003). Um estudo in vitro mostrou que CPO
modificou a membrana plasmatica de dermatofitos e de Candida albicans. (GASPARINI et al.,
1986). Os efeitos deste farmaco na ultraestrutura celular in vivo foram mostrados por
microscopia eletronica, evidenciando uma desorganizacdo de subestruturas internas, que
subsequentemente levam danos as membranas celulares (PALACIO-HFRNANZ et al., 1990).
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Esta diversidade inerente ao mecanismo de a¢do do CPO indica que o desenvolvimento
de resisténcia microbiana € menos provavel do que com outros antifungicos. Somando-se a
isto, o farmaco demonstra eficacia contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, incluindo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, ofloxacina e vancomicina. Tem um amplo
espectro de acdo, inibindo quase todos os dermatofitos, leveduras e fungos clinicamente
relevantes, incluindo as espécies Candida glabrata, Candida krusei e Candida guilliermondii.
(LOHAUS; DITTMAR, 1981; MARKUS, 1999; NIEWERTH et al., 2003).

O farmaco esta disponivel na forma de esmalte a 8%, que foi aprovado pelo FDA em
1999 para uso em unhas dos pés. Verificou-se que é eficaz no tratamento de onicomicose leve
a moderada. Assim como os outros antifungicos para uso tdpico, as taxas de cura com CPO séo
menores do que as taxas de cura para os farmacos antifungicos sistémicos. Um estudo com
meta-analise de 11 trabalhos com CPO, compreendendo um total de 2.174 pacientes, encontrou
uma taxa média de cura micoldgica de 52,4% (GUPTA, ADITYA K.; JOSEPH, 2000). A
duracdo recomendada do tratamento é de até 24 semanas nas unhas das maos e até 48 semanas
nas unhas dos pés (SHEMER et al., 2010).

Os estudos norte-americanos demonstraram principalmente eficacia contra a infeccéo por
T. rubrum, j& em estudos fora dos Estados Unidos, o esmalte de ciclopirox demonstrou um
amplo espectro de atividade com eficacia contra espécies de Candida e fungos ndo dermatofitos,
como Scopulariopsis brevicaulis, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus e Scytalidium
dimidiatum (FINCH; WARSHAW, 2007; ULBRICHT; WORZ, 1994).

Como esperado para uma terapia topica, os efeitos adversos graves do ciclopirox 8% em
esmalte sdo raros. Em um grande estudo realizado com 231 pacientes em tratamento com
ciclopirox tépico, nenhum interrompeu o tratamento por causa de algum efeito colateral
(GUPTA, ADITYA K.; JOSEPH, 2000; SHEMER et al., 2010). O efeito colateral mais
observado (em 7% dos pacientes) associado ao uso de CPO foi irritacdo da &rea periungueal.
Dessa forma o esmalte de ciclopirox para onicomicose pode ser uma opcéo razoavel para
pacientes com doenca leve e limitada ou que sdo incapazes de tolerar agentes antifangicos orais
(FINCH; WARSHAW, 2007).

Gupta; Fleckman; Baran (2000), conduziram dois estudos multicéntricos duplo-cegos e
controlados para avaliar a eficacia do esmalte de unhas contendo ciclopirox a 8% contra
onicomicose causada por dermatdfitos. O esmalte foi aplicado diariamente por 48 semanas em
todas as unhas afetadas. Os pacientes que receberam placebo aplicaram o esmalte sem o
farmaco. Ao final do estudo, a taxa de cura micoldégica em ambos os estudos foi
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significativamente maior com o esmalte para unhas contendo ciclopirox em comparagdo com o
veiculo placebo (Estudo I: 29 vs 11% e Estudo IlI: 36 vs 9%).

Na Europa, uma nova tecnologia baseada em hidroxipropilquitosana (HPCH) esta sendo
usado para veicular ciclopirox 8% como um esmalte hidrofilico (GHANNOUM, M. A. et al.,
2015; MONTI, D. et al., 2013). Essa formulacdo ndo estid aprovada para o tratamento de
onicomicose nos EUA, mas é aprovado e comercializado em mais de 40 paises (IORI1ZZO et
al., 2015).

3.4 LIBERACAO E PERMECAO TRANSUNGUEAL

Experimentos in vitro ainda desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
formas farmacéuticas, principalmente quando a difusdo do farmaco através de uma barreira
bioldgica representa um fator critico (MONTI, D. et al., 2011a; SCHAFER-KORTING et al.,
2008).

Apbs desenvolvidas, as formulacdes para administracdo topica devem ser adequadamente
avaliadas quanto a liberacdo do farmaco a partir do veiculo (utilizando membranas artificiais);
a permeacdo do farmaco (utilizando biomembranas) e sua retencdo na biomembrana. Os
métodos mais comuns para avaliar a liberacéo e permeacao utilizam células de difusdo estaticas,
que traz boa reprodutibilidade dos resultados, no entanto, falta informac@es sobre os efeitos do
fluxo sanguineo na absorcéo do farmaco, ja que condicdes in vivo ndo podem ser totalmente
reproduzidas (FLORES et al., 2018).

Quando se utiliza membranas sintéticas na célula de difusdo, é possivel analisar a
liberacdo do farmaco da formulacdo, visto que essa membrana ndo deve ser uma barreira
limitante para a passagem do farmaco como as biomembranas. Assim, a liberagdo ira depender
principalmente da atividade termodinédmica e da solubilidade do farmaco na formulagéo, dentre
outros fatores (LUIS MENEZES CARVALHO, 2007).

A permeacdo transungueal tem sido sistematicamente estudada nas ultimas trés décadas
usando diferentes biomembranas como modelo in vitro de avaliag&o, entre eles o casco bovino,
recortes de unhas de voluntarios humanos saudaveis além das laminas ungueais de cadaveres
humanos (EL-SHERIF; SHAMMA; ABDELBARY, 2018; GOMEZ et al., 2018; SUGIURA et
al., 2014).

Cascos bovinos tém sido usados frequentemente como uma alternativa a unha humana

em estudos de permeacdo. Porém, 0s cascos sdo mais permeaveis do que a lamina ungueal
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humana, j& que sua matriz é constituida de queratina menos densa e as proteinas do casco tém
significativamente menos residuos de cistina e, consequentemente, menos ligacoes dissulfeto
do que nas unhas humanas (BADEN; KUBILUS, 1983; ELKEEB et al., 2010; MERTIN;
LIPPOLD, 1997). Por isto, de acordo com Nogueiras-Nieto et al. (2011), é necessario ter
cautela na extrapolacdo dos dados obtidos com estudos que utilizaram cascos para unhas
humanas. Monti et al. (2011a), por sua vez, confirma a validade do uso de casco bovino como
modelo para unhas humanas de pés infectados; sugere uma equivaléncia substancial entre os
dois modelos.

Para conducdo dos estudos de permeacdo transungueal e retencdo ungueal, a célula de
difusdo vertical é usada, acoplada a um adaptador de unha (Figura 10). A biomembrana
escolhida é montada no adaptador de unha e este é colocado entre os compartimentos doador e
receptor da célula. A formulacdo/medicamento € aplicada no compartimento doador enquanto
0 compartimento receptor, com diferentes volumes, a depender do tipo de célula utilizado, é
preenchido com um liquido receptor adequado, que deve manter as condic¢des sink, durante
todo o experimento. O liquido no compartimento receptor € mantido a uma temperatura de 32°C
e agitado com auxilio de uma barra de agitacdo magnética. A permeacdo através da
biomembrana pode ser determinada analisando as amostras retiradas em intervalos regulares de
tempo do compartimento receptor. Além disso, a quantidade de farmaco retida na biomembrana
também pode ser determinada ao final do estudo (SHIVAKUMAR et al., 2012).
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Figura 10 - Célula de difuséo vertical de Franz com adaptador de unha.

(A) Compartimento doador. (B) Compartimento Receptor. (C) Adaptador de unha.

Fonte: Acervo pessoal.

De forma geral, a difusdo dos farmacos através da lamina ungueal é determinada pelos
seguintes fatores: peso molecular do farmaco; polaridade do farmaco; natureza e pH do veiculo
e carga superficial.

A medida que o peso molecular aumenta, o coeficiente de permeabilidade dos farmacos
através da lamina ungueal humana e cascos bovinos diminui (MERTIN; LIPPOLD, 1997).
Conforme o tamanho molecular aumenta, a taxa de permeacdo diminuiu devido ao aumento do
contato entre o farmaco e a rede de queratina. Uma relag&o linear inversa foi mostrada entre o
coeficiente de permeabilidade de varios compostos (i6nicos e ndo ibnicos) através da unha
humana e o peso molecular desses compostos (KOBAYASHI et al., 2004).

A difusividade das moléculas através da lamina ungueal também é influenciada pelo
coeficiente de particdo do farmaco. Na maior parte dos casos, a permeagdo diminuiu com o
aumento da lipofilia do permeante, devido a natureza hidrofilica da ldamina ungueal. Walters;
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Flynn; Marvel (1985) demonstraram esta relacdo entre o coeficiente de permeabilidade e a
lipofilicidade para uma série de alcoois homologos variando no comprimento da cadeia de
carbono.

Em relacdo aos veiculos utilizados, a agua desempenha um papel facilitador na permeacao
de moléculas solGveis em agua através da lamina ungueal, ja que as unhas incham ao entrar em
contato com solugbes aquosa, pois a agua é absorvida pela lamina ungueal e como resultado
disso, a rede de queratina se expande e afrouxa, levando a formacdo de poros maiores,
aumentando a permeacdo das moléculas (SHIVAKUMAR et al., 2012; WALTERS; FLYNN;
MARVEL, 1985).

Geralmente, as moléculas precisam estar no estado sollvel e ndo ionizado para permear
através da unha. Logo, o pH do veiculo aquoso determina a extensdao da ionizacdo, a
solubilidade aquosa do farmaco e sua interacdo com a lamina ungueal. A ionizacdo é
determinada pelo valor de pKa do farmaco e o pH do veiculo. Como regra geral, os farmacos
acidos estdo ndo ionizados em valores de pH mais baixos, enquanto os farmacos basicos
permanecem nao ionizados em valores de pH mais altos. Por isso, se espera que farmacos acidos
tenham maior permeacdo em veiculos com baixos valores de pH, enquanto os farmacos basicos
mostram melhor permeacdo na presenca de veiculos com altos valores de pH (MURTHY;
WISKIRCHEN; BOWERS, 2007).

Outro fator que tem influéncia na difusdo de moléculas através das unhas é a carga de
superficie do farmaco. A queratina da unha possui um ponto isoelétrico (pl) de
aproximadamente 5, portanto, carrega uma carga superficial liquida positiva em pH abaixo de
5, enquanto uma carga liquida negativa em pH acima de 5,0. Ou seja, um farmaco carregado
negativamente sera repelido da superficie da unha em valores de pH mais altos, enquanto um
farmaco carregado positivamente terd repulsdo em valores de pH mais baixos. A interacdo
eletrostatica entre a superficie da unha e as moléculas difusoras com carga superficial é
denominada “efeito Donnan” (MURTHY; WISKIRCHEN; BOWERS, 2007; SHIVAKUMAR
etal., 2012).

3.4.1 Promotores de permeacgéo
Para melhora da terapia topica, diferentes técnicas de promotores fisicos e quimicos séo

usados com objetivo de aumentar a penetragdo transungueal e manter as concentracoes
terapéuticas do farmaco no leito ungueal (BROWN et al., 2009; HAO; SMITH; LI, 2008;
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QUINTANAR-GUERRERO et al., 1998)(MURDAN, 2008; NOGUEIRAS-NIETO, L. et al.,
2011).

Como estratégia de promotores de permeacdo quimicos, alguns compostos de tiol, como
N-acetil-I-cisteina, 2-mercaptoetanol, N-2-mercaptopropionil glicina e &cido tioglicolico,
quebram as ligacOes dissulfeto presentes na lamina ungueal. Se espera que com essa ruptura
estrutural, haja a formacao de novos poros interconectados por canais de transporte e 0 aumento
da rede de canais facilite a penetracdo do medicamento. Ou seja, pretende-se que esses
promotores de penetracdo induzam mudancgas perceptiveis na microestrutura da lamina
ungueal. No entanto, isso ndo foi completamente demonstrado até o momento. A hidratacdo da
lamina ungueal aumenta a permeacdo ungueal de alguns farmacos supostamente por amolecer
e aumentar a flexibilidade da lamina ungueal que, uma vez inchada, permitiria que os farmacos
se difundissem mais facilmente, por aumentar os poros na lamina ungueal. No entanto, as
alteragOes induzidas pela hidratagdo na microestrutura da unha ndo foram demonstradas
(GUNT; KASTING, 2007; KOBAYASHI et al., 1998; MURDAN, 2002, 2008).

Além dessas substancias, a ureia e o acido salicilico causam hidratacéo e inchaco das
unhas, levando a danos e fratura da lamina ungueal (KOBAYASHI et al., 1998; SHANBHAG,;
JANI, 2017).

No entanto a ureia ndo mostra melhora no fluxo transungual quando usada sozinha em
muitos casos. Tal ineficiéncia foi atribuida ao aumento do pH que ocorreu ap6s a adicdo de
ureia, que pode ter causado ionizacdo de alguns farmacos. Outras substancias também foram
relatadas como promotoras de permeacdo transungueal como a N-metil-2-pirrolidona,
polipropilenoglicol 400, dimetilsulfoxido, labrasol, mercaptoetanol e transcutol, que
demonstraram aumentar a permeacdo através da membrana de cascos bovinos
(SHIVAKUMAR et al., 2012).

Outro promotor de permeacéo, a papaina, uma endopeptidase, contém um grupo sulfidrila
altamente reativo que cliva a ligacéo dissulfeto na proteina da unha e desestabiliza a rede de
queratina, ampliando as vias de difusdo para a passagem do farmaco, sendo mais eficaz que a
ureia e o &cido salicilico no aumento da penetracdo transungueal (SHANBHAG; JANI, 2017).

Técnicas fisicas também sdo usadas para melhorar a permeagéo transungueal: Abrasdo da
superficie da placa ungueal; Lasers pulsados; Microporacédo; Ultrassom de baixa frequéncia e
lontoforese.

A lamina ungueal é composta por trés camadas, as camadas dorsal, intermediaria e a

ventral, a camada dorsal da unha é considerada a principal barreira para a penetragdo de
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farmacos na unha. Um dos métodos fisicos empregados para melhorar a permeacdo
transungueal na rotina de usos dos medicamentos topicos como os esmaltes, é o lixamento da
superficie dorsal da placa ungueal usando um abrasivo. A remogéo da camada dorsal se mostra
util para superar a barreira e facilitar a penetragdo (REPKA et al., 2002; SHIVAKUMAR et al.,
2012).

Outra estratégia fisica para superar as barreiras que limitam a penetracéo de farmacos, é
0 uso de laser pulsado. Na aplicacdo, a energia do laser é absorvida pela queratina na lamina
ungueal e o calor espalhado leva a remocédo das camadas da unha, resultando em crateras. A
forma, o tamanho e a lisura das paredes das crateras formadas dependem do tipo de laser
empregado. Descobriu-se que o laser pulsado ultracurto exibe as melhores eficiéncias de
abrasdo sem rachaduras ou danos térmicos a lamina ungueal. No entanto, a eficacia do laser in
vivo na permeacdo transungueal ainda ndo foi estabelecida e os estudos a laser ndo forneceram
taxas de eficacia para desfechos médicos que igualam ou excedem aqueles encontrados com
terapias tradicionais (tratamentos orais e topicos) (BRISTOW; BARAN; SCORE, 2016;
BRISTOW, 2014; GUPTA; VERSTEEG, 2017). Diante disto, é necessaria uma avaliacdo
adicional da sua eficacia a partir de parametros médicos comparaveis (GUPTA, ADITYAK. et
al., 2018).

Aprovado pelo FDA, PathFormer® (Path Scientific, Carlisle, EUA) (Figura 11) € um
dispositivo de microcorte desenvolvido para criar orificios de profundidade especifica na
lamina ungueal sem afetar o leito ungueal a fim de drenar hematomas subungueais. Apresenta
vantagens, como a utilizacdo da resisténcia elétrica do leito ungueal como um sinal para parar
e retrair a broca quando ela penetra na lamina ungueal e a ndo necessidade de anestesiar o
paciente (CIOCON et al., 2006). Com a finalidade de ser um promotor fisico de permeacao,
este dispositivo foi empregado em um ensaio clinico para fazer orificios antes da aplicacdo do
creme de terbinafina e do creme placebo. Embora a permeacéo transungueal de terbinafina
tenha sido promovida, o numero de orificios perfurados e a extensdo promocao obtido néo sdo
revelados (ANDREAS BOKER, 2007).
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Figura 11 - PathFormer®.

Fonte: https://www.pathscientific.com/products.

Outras estratégias para promocdo fisica sdo relatadas na literatura cientifica. Bristow et
al.,, (2016) usaram um novo sistema de broca de unha, a Clearanail® (Medical Device
Treatment Ltd., Brighton, UK) (Figura 12) que permite a micropenetracdo controlada da unha
sem penetrar no leito ungueal (Figura 13). Ja Chiu et al. (2015) usaram um dermaroller (In
finitive Beauty, Birmingham, UK) (Figura 14) que possui agulhas de titdnio de 250 um de
comprimento para produzir microporos na superficie da unha com objetivo de melhorar a

permeacéo de nanoparticulas.

Figura 12- Clearanail®.

Fonte: (BRISTOW, IVAN; BARAN; SCORE, 2016).
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Figura 13- Unha micotica antes e depois da perfuracao.

Fonte: (BRISTOW, IVAN; BARAN; SCORE, 2016).

Figura 14 - Dermaroller (In finitive Beauty, Birmingham, UK).

Fonte: https://infinitive-beauty.dermaroller.biz/ Acesso em: 12 de fevereiro de 2021.

Estudo de imagem realizado por Ortner et al. (2021) tras uma investigacdo de
confiabilidade e limitacdes de técnicas de imagem oOptica morfométrica de unha microporada
com laser pulsado, como uma forma auxiliar na avaliagdo do procedimento de microporagéo e

bem como na avaliagéo de seguranca (Figura 15).


https://infinitive-beauty.dermaroller.biz/
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Figura 15- Imagem de microscopia de campo amplo de tecido ungueal saudavel
criosseccionado, exibindo a morfologia da placa ungueal e as medicdes da morfologia dos

microporos (vermelho).
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Fonte: Adaptado de Ortner et al. (2021).

Ultrassom de baixa frequéncia também é uma técnica de promocao fisica que foi avaliada
através de membranas de cascos bovinos. Uma frequéncia de 20 kHz e uma intensidade de 50%
foi aplicada as membranas usando uma sonda mantida a uma distancia de 13 mm da superficie
da unha, como procedimento de pré-tratamento por 1 minuto de forma pulsatil. A maior
permeacdo do farmaco foi atribuida a ruptura induzida por ultrassom da membrana do casco.
Embora o mecanismo de ruptura da membrana ainda ndo tenha sido elucidado, foi proposto que
a cavitacéo inercial ou a formacdo de fossas fazem parte do mecanismo envolvido (TORKAR,;
KRISTL; MURDAN, [S.d.]).

No entanto, a técnica fisica mais abordada na literatura é a iontoforese, definida como um
método que facilita a permeacdo de um composto através de uma membrana com o auxilio de
um campo elétrico. A aplicacéo de correntes elétricas causa grandes aumentos no fluxo ungueal
de farmacos em comparagdo com o transporte passivo. O Método de lontoforese aumentou o
fluxo de vérias moléculas, incluindo fluoresceina, glicose, acido salicilico, tetraetilaménio,
manitol, ureia, griseofulvina e terbinafina para e/ou através da placa ungueal. O pH do veiculo,
a forca ionica do tampéo e a densidade da corrente sdo os principais fatores que influenciam a

permeacao transungueal através da placa ungueal mediado por iontoforese (C RAMASWAMY
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et al., 2007; DELGADO-CHARRO, 2012; HAO; LI, 2008, HAO; SMITH, LI, 2008;
MURTHY; WISKIRCHEN; BOWERS, 2007).

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE FORMULACOES TOPICAS

Estudos in vitro sdo feitos na tentativa de determinar a eficacia de formulagGes contra a
infecccdo ungueal (MONTI et al., 2019a). N&o existe um Unico teste que consiga atingir este
objetivo, mas sim, um conjunto de testes. Nesses ensaios, € necessario comparar os produtos
comerciais com a formulacdo teste para averiguar a atividade e a resisténcia aos antifungicos
(JO SIU et al., 2013).

Dois testes sdo considerados padrdes, o ensaio de microdiluicdo e o de determinacédo da
concentracdo minima inibitéria (CIM). A microdiluicdo estd de acordo com as diretrizes do
M38-A2 e M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (JO SlU etal., 2013;
“M38-A2 Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of
Filamentous Fungi; Approved Standard-Second Edition”, 2008). Neles séo realizados testes em
microplacas de 96 pocos de fundo redondo para avaliar a suscetibilidade antifingica in vitro.

O outro experimento padrdo é o de determinacdo da CIM onde se descobre a menor
concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir o desenvolvimento visivel do microrganismo.
Os valores finais sdo determinados por comparacéo visual de pocos e controles (ZALACAIN
et al.,, 2011). A comparacdo € determinante para permitir avaliagdes das atividades
antimicrobiana dos farmacos.

Na literatura cientifica sdo encontrados outros testes in vitro, que utilizam modelos de
unha infectada. Eles sdo uma nova estratégia para uma avaliacdo mais precisa da eficacia de
novos agentes e formulagdes contra onicomicose (MERCER et al., 2019). Nesses modelos s&o
encontrados estudos de permeacao e penetracao através dos cascos bovinos, como unha modelo,
a fim de avaliar a atividade antimicética de permeados da formulacéo contra isolados de fungos
selecionados. Tal teste € conhecido como modelo de placa ungueal infectada e pode ser
adaptado utilizando unhas artificiais, filmes feitos de queratina de cabelo humano, recortes de
unhas humanas e unhas de cadaveres humanos (GHANNOUM et al., 2019; SUGIURA et al.,
2014; TAUBER; MULLER-GOYMANN, 2016).

Células de difusdo estatica modificada (TurChub®) foram desenvolvidas
especificamente para confirmar a penetracdo do fa&rmaco através da unha e avaliar melhor a
atividade antifingica do farmaco permeado, por meio da inibicdo do crescimento do fungo
(SUGIURA et al., 2014; TRAYNOR et al., 2010). A figura 16 ilustra a célula de difuséo
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TurChub® criada pela MedPharm na qual se¢des de unhas humanas servem como barreira
através da qual o farmaco penetra inicialmente antes de atingir o compartimento receptor
completo com agar (CHRISTENSEN et al., 2017). Ja a Figura 17, mostra a célula TurChub®

em formato real.

Figura 16 — llustracdo da célula de difusao estatica modificada (TurChub®).
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Fonte: Adaptado de https://www.medpharm.com/us/development-services/performance-testing/.

Figura 17 - Células TurChub® em estudo com diferentes farmacos, utilizando lamina ungueal

humana.

Controle Eficonazol Ciclopirox Amorolfina
infectado 5% solugdo 8% esmalte 5% esmalte

Fonte: Adaptado de (SUGIURA et al., 2014)

Lusiana; Reichl; Miiller-Goymann (2013) desenvolveram um modelo in vitro de uma
lamina ungueal infectada consistindo em um anel de poliamida a qual foi inserida na membrana

infectada e uma folha de PET foi colada por cima a fim de evitar a evaporacao de possiveis
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compostos volateis. No anel de poliamida, a formulacdo é aplicada e a inibicdo do fungo é

avaliada ap0s certo tempo de incubagdo, como mostra a Figura 18.

Figura 18 - Ensaio in vitro de desempenho microbioldgico.

Filmes de queratina ou cascos foram pré- Depois de 7 dias
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Fonte: Adaptado de (LUSIANA; REICHL; MULLER-GOYMANN, 2013).

Outro novo modelo encontrado na literatura cientifica foi o desenvolvido por Sleven et
al. (2015). Nele, combinou-se a atividade do medicamento e a sua penetracdo na unha. Foi
necessario adaptar um frasco de rosca o qual foi cortado abaixo do pescoco para criar um
reservatorio de aplicacdo da formulacdo sobre a lamina ungueal.

Em seguida, as fatias de casco montadas foram colocadas em Agar Dextrose Sabouraud

(ADS), servindo como substituto para o leito ungueal como ilustra a figura abaixo.
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Figura 19 - llustragcdo do modelo in vitro em ADS.
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Fonte: Adaptado de (SLEVEN et al., 2015).

Dessa forma, para avaliar a eficacia farmacéutica de novas formulagfes, os modelos in
vitro sdo de grande importancia e tentam se aproximar ao maximo da realidade. Uma vez que
os modelos in vivo atuais, utilizando porquinhos-da-india e coelhos séo demorados, trabalhosos
e onerosos (SHIMAMURA et al., 2011; TATSUMI et al., 2002).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Foi utilizado Ciclopirox Olamina — lote: 19D11-B023-0486, FAGRON; Micolamina®
esmalte (TheraSkin®)esmalte foram compradas em uma farmécia local de Recife — lote: T266
e 0212412, respectivamente; Transcutol P, Miristato de Isopropila; Polietilenoglicol 400;
Tween® 20 (Polyoxyethylene sorbitan monolaurate); Span® 80 (Sorbitane monooleate);
Tween® 80 (Polyoxyethylene sorbitan monooleate); Acetato de etila; Alcool cetoestearilico;
Lanette N (Sodium cetearyl sulfate); Polawax NF (Polysorbate 60); Alcool Etilico; Kolliphor®
EL; Poloxamer 407; Propilenoglicol; Alcool isopropilico; Hidroxido de Potéassio; Ureia;
Hidroxipropilmetilcelulose; Cloreto de sodio; Cloreto de potassio; Fosfato de sodio; Fosfato de
potéassio; Azida sddica; Acido oléico; Metanol e Acetonitrila grau HPLC (LiChrosolv®);
BRIJ®20 (Polyoxyethylene 20 oleyl ether), Croda, East Yorkshire, UK. As vidrarias foram

previamente calibradas.

4.2 EQUIPAMENTOS

Os seguintes equipamentos foram utilizados: Banho Dubnoff (modelo Q226M, Quimis);
Agitador microplacas (modelo MA562, Marconi); Pipetas automaticas, (Modelo Research plus,
Eppendorf); Banho Ultrassom (modelo SSBu, SP Labor); pHmetro (modelo PG 2000,
GEHAKA); Cromatdgrafo liquido com detector de arranjo de diodos (Nexera X2, Shimadzu).
Cabine de seguranca biol6gica (modelo VLFS, Veco) e Estufa microbiolgica (SSB,
SolidSteel).

4.3 REVISAO SISTEMATICA

Com o propoésito de embasar a execucdo deste projeto, foi realizada uma reviséo
sistematica da literatura, a partir da pergunta norteadora “Com base em estudos de permeacgao
ungueal, as formulagdes desenvolvidas sdo mais eficazes do que os produtos comercializados
para unhas contendo ciclopirox?”. A questdo de pesquisa foi construida por meio da aplicacao
da estratégia PICO, um acronimo para Population of interest (populacdo ou problema),
Intervention (intervencdo), Comparator (comparador) e Outcome (desfecho). A
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populagdo/problema foi definida como “baixa permeagdo e retencdo do ciclopirox em
tratamentos topicos para onicomicoses”, a intervencao como “aplicacdo de formulagdo topica
contendo ciclopirox em estudos de permeacdo/retencdo ungueal”, a comparagdo considerada
como “comparacao entre formulagdes topicas do mercado e formulagdes desenvolvidas com o
mesmo farmaco” ¢ optou-se a ndo restricdo dos desfechos.

A busca por potenciais estudos foi realizada nas seguintes bases de dados eletronicas:
PubMed, Scopus, ScienceDirect, Cochrane e SciELO. Com objetivo de controlar o vocabulario
da busca, os termos para pesquisa foram selecionados de acordo com os descritores do MeSH,
todos em inglés. Os termos “Onychomycosis” e “ciclopirox” foram fixados e combinados com
“nails”, “topical” e “in vitro techniques”, resultando em oito combinagdes para a busca. O
operador booleano “AND” foi utilizado para limitar os artigos encontrados aos que continham
todos os termos pesquisados concomitantemente.

Apos a busca inicial nas bases de dados escolhidas, os artigos repetidos foram excluidos,
e em seguida foi realizada uma leitura exploratdria de titulos e resumos, desta forma, os estudos
em potencial foram selecionados atraveés de critérios de inclusdo e exclusdo. Foram
consideradas elegiveis as publicagdes que tratavam de unhas, onicomicoses, ciclopirox e
estudos ex vivo de permeacdo/retencdo ungueal. Foram incluidos apenas artigos em inglés ou
portugués; que foram publicados entre 2010 e 2020. Foram excluidos artigos ndo disponiveis
na integra, bem como cartas, capitulo de livro e comentérios.

Na préxima etapa, as publicacdes selecionadas, apds a leitura critica de titulos e resumos,
foram lidas e analisadas na integra. Foram excluidos os artigos que nao realizavam ensaios in
vitro com unhas humanas (doadas ou de cadaveres) ou cascos bovinos; que efetuaram apenas
ensaios in vivo; que ndo empregavam a célula de difusdao de Franz ou quaisquer outras células
modificadas e os que ndo avaliavam parametros de retengdo e/ ou de permeagdo ungueais. Em
seguida, foram extraidas as seguintes informacgdes: ano de publicagdo, pais, produtos
comerciais empregados, formulagfes desenvolvidas e testadas, tipo de biomembrana utilizada
(unhas humanas, cascos bovinos), se houve pré-tratamento, quantidade de produto/formulacéo
aplicada, tempo total de estudo, frequéncia de aplicacdo, informagGes sobre a célula utilizada,

resultados de permeacéo, retencao e fluxo.
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4.4 ESTUDO DE SOLUBILIDADE DO CICLOPIROX OLAMINA

Com o objetivo de planejar racionalmente o desenvolvimento de formulacGes contendo
Ciclopirox Olamina (CPO), a solubilidade do farmaco foi investigada em diferentes

tensoativos, 0leos, solventes e misturas de solventes.

Foram preparadas dispersGes de CPO, adicionando excesso do farmaco (600 mg) em
microtubo com tampa contendo 1mL de diferentes meios (Cremophor EL, Tween 20, Acido
oleico, Alcool isopropilico, Tween 80, Propilenoglicol, Miristrato de isopropila, Transcutol P,

agua e misturas de solventes, conforme tabela abaixo).

Tabela 4 — Composicdo das misturas de solventes (em percentual).

Solventes Mistura (%)
A B C D E F H | J
Agua ultrapura 50 30 10 3333 25 15 3333 25 15
Alcool isopropilico 50 70 90 33,33 50 70 33,33 50 70
Propilenoglicol - - - 3333 25 15 - - -
Transcutol P - - - - - - 3333 25 15

Fonte: a autora.

Essas dispersdes foram homogeneizadas por meio de agitacdo em banho (Dubnoff
Microprocessado, Quimis®) a temperatura controlada (32 + 2°C), por um periodo de 72 horas
e, em seguida, centrifugadas (2500 g = 3000 rpm) por 30 minutos, uma aliquota do sobrenadante
foi retirada, filtrada em filtro de seringa (0,45 um) e diluida. A concentracdo do farmaco foi
determinada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de
diodos (CLAE-DAD).

4.5 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES UNGUEAIS DE CICLOPIROX
OLAMINA

Com base nos resultados do teste de solubilidade, uma série de formulagdes de gel (GH)
e termogel (GP) foi preparada. Posteriormente, com base nos resultados dos estudos de
liberacdo do farmaco a partir desses veiculos, algumas modificac6es adicionais para GH6 foram
testadas. A composicdo de todas as formulagdes desenvolvidas se encontra no item 5.3 dos

resultados.
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Para preparacdo dos géis de HPMC, o polimero foi adicionado na agua e agitado em
vortex até a total solubilizacdo. Em seguida, os demais constituintes foram adicionados a
formulacdo na seguinte sequéncia: a ureia (hidratante) e o hidroxido de potassio (agente
alcalinizante) previamente triturados, o lauril sulfato de sodio, o alcool isopropilico e por fim o
farmaco.

Na preparacédo do termogel, foi usado Poloxamer® como agente gelificante, que foi
inicialmente adicionado a agua e ao propilenoglicol e em seguida inserido o alcool isopropilico.
A preparacdo foi mantida durante 24h em geladeira (2-8°C) para completa solubilizacdo do
polimero. Apds este tempo, 0 CPO foi incorporado a formulagéo.

O esmalte Micolamina® (formulagéo referéncia) foi adquirido em farmécia local a fim
de, juntamente com as formulacBGes desenvolvidas, seguir com os ensaios de performance
(ensaio de liberacdo in vitro e permeacdo ex vivo utilizando células verticais de difusdo de
Franz).

50uL das formulagdes selecionadas para o ensaio microbiolégico, foram colocadas em
laminas de vidro, a uma temperatura de 32 + 1°C visando avaliar o aparecimento de cristais em

microscopio optico apds 10, 20, 30, 60, 90, 120 e 240 minutos.

4.6 CARACTERIZACAO DAS FORMULAGOES

Apos o desenvolvimento, as formulagdes foram caracterizadas quanto suas caracteristicas
organolépticas, determinacdo de pH e doseamento do farmaco. Todas as analises foram
realizadas, no minimo, em triplicata e os resultados apresentados por média + desvio padréo
(DP).

4.6.1 Determinacéo do pH

O pH das formulagGes desenvolvidas foi determinado através de pHmetro modelo PG
2000 (GEHAKA), previamente calibrado com as solugdes tampéo de pH 7,0 e pH 4,02 25,0 £
0,5 °C (BRASIL, 2008), enquanto o pH da formulacdo comercial (Micolamina® esmalte) foi
avaliado por papel indicador de pH (MQuant®-Merck), devido ao pequeno volume disponivel.
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4.6.2 Doseamento de CPO nas formulagdes desenvolvidas e na formula¢éo comercial
Micolamina® esmalte

Para quantificar o teor de CPO contido nas preparaces, foi adicionado 6,25uL de cada
formulacdo (n=3) para 10mL de liquido extrator (etanol:4gua 70:30). Essa mistura foi ao vortex
por 1 minuto e em seguida foi mantida por 10 minutos sob agitacdo em mesa agitadora. As
amostras foram filtradas e quantificadas por CLAE-DAD. O mesmo procedimento foi realizado

para o produto comercial Micolamina® esmalte.

4.7 VALIDACAO DO METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO DE ARRANJO DE DIODOS (CLAE-DAD)

As analises foram realizadas em Cromatografo liquido Nexera X2, Shimadzu® equipado
com detector de arranjo de Diodos (DAD). Foi utilizada como fase mével acetonitrila:solugédo
aquosa de EDTA 1mM, contendo 20mM de &cido fosforico, no modo gradiente, iniciando com:
10% da fase organica (bomba B) e 90% da fase aquosa (bomba A) como condicdo inicial,
permanecendo por 2,5 minutos nessa proporgéo; 2,5- 9 minutos, 60% bomba B e 40% bomba
A; 9-10 minutos, a condigdo inicial de 10% bomba B e 90% bomba A foi retornada para o
reequilibrio da coluna.

Foi utilizada uma coluna cromatografica Gemini-NX C18 (150 x 4.6mm 5u) do tipo C-
18 de fase reversa, como fase estacionaria, fluxo de 1 mL/min, volume de injecdo de 40 uL, a
deteccdo do farmaco foi realizada no comprimento de onda de 303 nm, com tempo total de
analise de 10 minutos e tempo de retencdo para o Ciclopirox Olamina (CPO) de 6,2 minutos.
Os dados foram obtidos utilizando o software LC Solution® verséo 1.25.

O método por CLAE-DAD para doseamento de CPO foi validada parcialmente seguindo
orientagcdes da RDC n° 166/17 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para 0s
métodos analiticos, seguindo os pardmetros de seletividade, linearidade, exatidao e preciséo.

A seletividade do método foi verificada a partir da avaliacdo de fase movel; tampéo
fosfato salino (PBS) pH 7,4; PBS com azida sodica (30mg/L); branco de unha humana; solugéo
extratora de unha (etanol:agua 70:30), frente a uma solugdo padrao de CPO (5 ug/mL). No caso
do branco de unhas humanas, 3 amostras de unhas de diferentes doadores foram picotadas com
auxilio de tesoura e colocadas em microtubos de 1,5ml, 1 mL de uma mistura etanol:agua

(70:30) foi adicionado e estes ficaram agitando em mesa agitadora por 7 dias, seguindo de
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filtracdo em filtros de seringa (0,45 pm) e quantificados por CLAE-DAD. O critério utilizado
para avaliar a seletividade do método foi a auséncia de pico no tempo de retencéo do farmaco.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados baseado na
extrapolacéo da faixa de trabalho estudada, foram utilizadas as seguintes equac6es matematicas,
respectivemente:

LD=(3,3*Desvio_padrao_residuos) / (coeficiente angular)
LQ=(10*Desvio_padrdo_residuos) / (coeficiente angular)

A linearidade do método foi verificada nas concentracbes de 5; 10; 20; 30; 50 e 100
pug/mL de CPO em tampdo fosfato salino (PBS) pH 7,4, obtidas a partir de uma solucdo inicial
de 1000 pg/mL de CPO em metanol. Para avaliar o resultado da linearidade, foi utilizado o
método dos Minimos Quadrados Ordinarios com aplicacdo do teste F da ANOVA para
avaliacdo do coeficiente angular com nivel de significancia de 5%. A andlise da dispersao foi
realizada aplicando o teste Shapiro-Wilk para avaliacdo da distribuicdo dos residuos. Ja a
homoscedasticidade foi realizada pelo teste de Breusch Pagan para avaliar a normalidade da
distribuicdo dos residuos.

A precisao foi realizada em dois niveis: repetibilidade: onde as amostras foram avaliadas
sob as mesmas condic¢des de operacdo, mesmo analista e mesma instrumentacdo, em uma Unica
sequéncia analitica para determinacdo de 5 concentracGes: Limite de quantificacdo (LIQ),
Controle de qualidade baixo (CQB); médio (CQM), alto (CQA) e de dilui¢do (CQD), com 5
réplicas em cada nivel. E pela precisdo intermediaria: onde as amostras foram avaliadas no
mesmo laboratério, em dois dias diferentes, e por operadores distintos. As analises
contemplaram as mesmas concentracbes e 0 mesmo numero de determinagcfes descritas na
avaliagédo da repetibilidade.

Para avaliar a repetibilidade foi feita uma analise descritiva através do calculo da média,
desvio padrdo e desvio padréo relativo, onde este ultimo foi fixado em 5%, j& para a comparacao
dos resultados entre dias e analistas foi aplicada uma analise de variancia (ANOVA) com nivel
de significancia de 5%.

A exatiddo foi realizada de forma similar a precisdo, no entanto foi aplicado o teste t-
student para avaliarmos uma recuperacdo de 100%. Foi estabelecido um limite inferior de 95%
e um limite superior de 105%, os dados foram analisados com um nivel de significancia de 5%.

Todas as analises estatisticas foram realizadas através do programa Action Stat Versao 3.7
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48 ESTUDOS DE CINETICA DE LIBERAGAO IN VITRO, PERMEAGCAO EX VIVO E
RETENGCAO UNGUEAL DO CICLOPIROX OLAMINA

A cinética de liberacdo e permeacdo ungueal foram realizados utilizando sistema manual
de células verticais de difusdo de Franz sem adaptadores e com adaptadores de unha PermeGear
para as celulas de Franz (PermeGear, Inc., EUA), respectivamente (Figura 20). Baseado na
literatura, foi utilizado tampédo fosfato-salino (PBS) pH 7,4 como liquido receptor
(CHOUHAN; SAINI, 2016b; CUTRIN-GOMEZ et al., 2018a; DIAZ et al., 2019; TAUBER;
MULLER-GOYMANN, 2015).

No primeiro estudo foram utilizadas trés membranas artificiais (hidrofilica, silicone,
hidrofobica). J& os estudos de permeacdo ungueal foram realizados com recortes de unha
humana, obtidos de voluntérios saudaveis apds consentimento informado.

A aprovacdo ética foi concedida pelo Comité de Etica em Seres Humanos da
Universidade Federal de Pernambuco sob nimero de CAAE: 27554719.1.0005208 (Anexo I).

Figura 20 - Célula vertical de difusdo de Franz.

sem adaptador (a); com adaptador de unha (seta vermelha) (b).

Fonte: a autora.
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4.8.1 Obtencdo, preparo e avaliagdo microscopica das amostras de unha humana

A etapa de obtencdo de unhas humanas iniciou com a divulgacdo da pesquisa e a busca
por participantes para doacdo de suas unhas de forma voluntéria, os individuos interessados
entraram em contato com o grupo de pesquisa, que explicou com detalhes o objetivo do estudo
e forneceu a eles um formulério contendo todas as informacGes e 0 Termo de consentimento
livre e esclarecido (TCLE).

As unhas dos participantes (exclusivamente das maos) deveriam ser deixadas para crescer
até que a borda livre medisse no minimo 8 mm, comprimento minimo necessario para montar
a unha no adaptador de unhas para as células de Franz (PermeGear, Inc., EUA), onde sera
realizado o ensaio de permeacdo ungueal. Para codificacdo de cada unha, foram utilizadas as
letras iniciais dos dados dos doadores entre eles: nome, médo (esquerda ou direita) e 0 nimero
relacionada a cada dedo (1, 2, 3, 4 e 5) contados do dedo minimo ao polegar.

Ap0s as doacles, os recortes de unhas humanas saudaveis foram mantidos congelados a
-20°C até o uso. Antes de serem utilizados para testes de permeacéo e teste antifingico, as
unhas cortadas foram descongeladas e submetidas a dois tratamentos fisicos.

O primeiro tratamento das unhas envolveu hidratacdo em tampéo salino (PBS) pH 7,4
por 24 horas, seguida de lixamento da superficie dorsal das unhas para tras e para frente em um
total de 5 vezes utilizando uma lixa de unha (Figura 21A); estas unhas sao referidas como unhas
ndo poradas (NP). O segundo tratamento da unha envolveu lixamento da superficie dorsal das
unhas para trés e para frente em um total de 5 vezes utilizando uma lixa elétrica (Figura 21B),
seguida de microporacdo das unhas cinco vezes usando um dispositivo comercialmente
disponivel (Hydra.needle™) com agulhas de titanio de 0,60 mm de comprimento (Figura 21C).
O processo resultou na presenca de aproximadamente 20 poros na area de difusdo usada para
0s testes de permeacdo e microbioldgico. Estas unhas séo referidas como unhas microporadas
(MP).
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Figura 21 — Procedimentos de lixamento (A e B) e microporagdo da unha no lado dorsal com
agulhas de titanio (Hydra.needle™) (C).

A B C

Fonte: a autora.

Para avaliar a profundidade dos poros formados com o Hydra.needle™, trés unhas
submetidas a microporacdo foram cortadas ao meio e colocadas verticalmente em um suporte
de criostato com o lado cortado para cima. O emblocamento (Figura 22) foi realizado em gel
(Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound by Sakura) apés isso, as amostras foram congeladas e
cortadas em um criostato (Leica CM1860UV, Leica Mycrosystems, Wetzlar, Alemanha) a -
27°C. Para cada unha, as amostras a serem fotografadas foram obtidas a partir de 5 sec¢Ges de
unha, com cortes transversais seriados dois a dois com espessura de 7 um e posteriormente
montadoas em laminas de microscopia. No mesmo dia, as amostras foram observadas em
microscopio de fluorescéncia (Leica DMI14000 B, Alemanha) com objetiva de 20x. As unhas
foram fotomicrografadas e a espessura total da unha bem como a profundidade dos poros foram

medidas com auxilio do software ImageJ (National Institutes of Health).

Figura 22 — Processo de emblocamento da unha para corte em criostato. Aplicacdo do gel para

emblocamento (A) e unha emblocada em gel (apds congelamento) (B).

(A) (B)

Fonte: a autora.
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4.8.2 Montagem do sistema manual de células verticais de difusdo de Franz para os
estudos de liberagédo e permeacgéo

Na montagem do sistema manual para os estudos de cinética de liberacdo in vitro das
formulacdes contendo CPO, foram utilizadas trés membranas diferentes: uma membrana mista
de ésteres de celulose (GSWP), da Merck Millipore Ltd. Millipore®, poro de 0,22 um, lote
R5PA92282 (hidrofilica), essa membrana foi previamente hidratada com o liquido receptor
(PBS pH 7,4) por um periodo de 12 horas; membrana de elastémero de silicone sintético (Dow
Corning® 7-4107), 75 um de espessura, sem hidratacdo prévia e membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) da Filtrilo, poro de 0,45 um, lote 2NDO12021AL (hidrofébico).

A cinética de liberacdo do CPO das formulacgdes foi realizada em uma célula de difusédo
vertical (PermeGear Inc. Bethelehem, PA, EUA) com éarea difusional de 0,65 cm? O
compartimento receptor foi completamente preenchido com 5mL de PBS pH = 7,4.

No compartimento doador foram aplicados 10 pL de cada formulagédo sobre a membrana,
equivalente a 1,23mg e 2,46mg de CPO por centimetro quadrado para as formulacGes contendo
8% e 16% de CPO, respectivamente. As células foram mantidas sob agitacdo magnética
constante (300 rpm) e temperatura a 32 + 1°C com banho circulante de dgua. A coleta (0,5 mL)
do liquido receptor foi realizada nos tempos: 0,08, 0,16, 0,33, 0,5, 0,75, 1, 2 e 4h, e substituida
por liquido receptor fresco. As amostras foram filtradas e analisadas por CLAE-DAD.

As comparacdes entre as formulacdes foram feitas por ANOVA one-way, post-hoc
Bonferroni. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p< 0,05.

O estudo de permeacédo ungueal do CPO foi realizado em uma célula de difuséo vertical
(PermeGear Inc. Bethelehem, PA, EUA) com adaptador ungueal (Figura 23a) com area
difusional de 0,196 cm?. O compartimento receptor foi completamente preenchido com 5mL
de BPS pH = 7,4 contendo 30mg/L de azida s6dica para prevenir o crescimento microbiano. As
unhas foram montadas nos adaptadores (Figura 23b) de forma que a face dorsal foi posicionada
voltada para o compartimento doador e a face ventral estava em contato direto com o liquido
receptor sem formacédo de bolhas. As células foram incubadas a 32 ° C, e 0 experimento teve

duracgéo de 14 dias.
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Figura 23 — Adaptador ungueal PermeGear para as células de Franz (a) e montagem da unha no
adaptado (b).

Fonte: a autora.

No primeiro conjunto de estudos, dose multipla em unhas nédo poradas (MD-NP), 10 uL
de formulagdo (equivalente a aproximadamente 4,1 mg/cm? e 8,2 mg/cm? de CPO para
formulacGes contendo 8 e 16% do ativo respectivamente) foram aplicados a cada 24 horas nas
unhas apds o procedimento de limpeza com duas hastes flexiveis de algoddo (Johnson’s®).

No segundo conjunto de estudos, dose Unica em unhas microporadas (SD-MP), foi
aplicado 50puL de formulacdo (equivalente a aproximadamente 20,41 mg/cm? e 40,82 mg/cm?
de CPO para formulagdes contendo 8 e 16%, respectivamente) mediante uma Unica aplicacao
no primeiro dia do ensaio.

Em ambos os experimentos o compartimento doador foi ocluido com Parafilm®, as
células foram incubadas a 32 + 1°C durante 14 dias e o compartimento receptor agitado
magneticamente (IKA®). 0,5 mL do liquido receptor foram amostrados apds 7 dias e no final
dos experimentos (14 dias). As amostras foram filtradas (Millipore® 0,45 um) e analisadas pelo
método descrito anteriormente (HPLC-DAD). Além disso, ao final dos estudos de permeacao,
as unhas foram avaliadas quanto a retencdo do farmaco.

As comparacdes entre as formulacdes foram feitas por ANOVA one-way, post-hoc
Bonferroni e teste t-student ndo pareado. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em
p< 0,05.

Tanto nos estudos de liberacdo como de permeacéo, as condi¢fes sink foram mantidas,

uma vez a solubilidade do CPO no PBS pH = 7,4 é aproximadamente 20mg/mL.
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4.8.3 Avaliacéo de retencdo ungueal

As unhas foram retiradas dos adaptadores e limpas com auxilio de dois swabs embebibos
com éalcool isopropilico (Biosoma®, Lote: LM033B17) para remocdo total da formulacéo
residual. A area circular central demarcada pela area difusional (Figura 24) foi recortada; a
espessura avaliada com auxilio de paquimetro digital (150mm-ZAAS); pesada e posteriormente
picotada em pequenos pedacos que foram colocados em microtubos com solucdo extratora (1
mL de solucéo etanol:agua 70:30). Os microtubos foram hermeticamente fechados e a extracao
do farmaco da unha foi realizada agitando estes tubos em temperatura ambiente por 7 dias em
mesa agitadora (MA 562 - Marconi), conforme metodologia proposta por CHIU (2015). Ao
final, as solugdes foram filtradas (0,45 pum) e analisadas por CLAE-DAD.

Para avaliacdo da difusdo lateral, um comprimento de aproximadamente 0,2 cm
(~0,44cm2 de &rea) ao redor da area circular foi cortado e submetido ao mesmo procedimento

de extracdo citado anteriormente.

Figura 24 — Unha apds estudo de permeacao.

(a) Area difusional (0,196cm?). (b) Area de difuséo lateral (0,190cm?).

Fonte: a autora.
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49  AVALIACAO ANTIFUNGICA IN VITRO DAS FORMULACOES

Foi utilizado o método descrito por Sleven et al. (2015), com modifica¢bes (Figura 25).
A extremidade inferior de um frasco de vidro (Vial Sigma-Aldrich®) foi cortada para que
pudesse ser usada como um “compartimento doador” para as formulacGes testadas. Todo o
material utilizado foi autoclavado a 121°C por 15 minutos antes da montagem do sistema. As
unhas com e sem poros foram limpas com swab de alcool isopropilico (Biosoma®).

Todo procedimento de montagem a seguir foi realizado em cabine de seguranca biologica.
A unha foi montada na abertura (5 mm de didmetro) da tampa do frasco (polipropileno) com a
face dorsal voltada para cima; um anel de borracha foi colocado na superficie ventral da unha
para evitar vazamento e, em seguida, a tampa foi rosqueada no frasco até completa vedacao da
unha entre o vial e sua tampa (Figura 25A). O conjunto foi colocado em contato direto com
agar Sabouraud dextrose (SDA) gque simulou o leito ungueal (Figura 25B) localizado no fundo
de um béquer de vidro de 50 mL e o conjunto fechado com Parafilm®.

Para a etapa de pré-carga, uma dose Unica de 50 uL das formulagdes foi aplicada na
superficie dorsal das unhas. Ap6s incubacdo por 14 dias em estufa a 36,5 + 1°C, o conjunto
frasco-unha foi transferido para um meio de agar Sabouraud dextrose (SDA) contaminado com
T. rubrum recém-inoculado (isolado clinico, c6d. URM 6206, da colecdo interna fornecido pelo
Laboratdrio de Micologia Médica Sylvio Campos do Centro de Biociéncias — CB/UFPE)
conforme Figura 25C e mantidos por mais 7 dias, incubados em estufa a 36,5 £ 1°C. Em
seguida, verificou-se a formacdo de halo de inibi¢cdo no meio contaminado (Figura 25D).

A inibicdo percentual foi calculada como a éarea do halo de inibicdo em relagdo a éarea
total de crescimento potencial. A &rea da zona de inibicéo foi estimada como a de um circulo
com o diametro medido com um Paquimetro Digital e a area total de crescimento do fungo que
foi de 11,94 cm? em todos os casos (referente a area interna do béquer usado). Quando um halo
de inibicdo foi formado, uma etapa adicional foi realizada para verificar a vedacdo do conjunto.
Para isso, ao final do experimento, o conjunto frasco-unha foi transferido para um novo agar
ndo inoculado e 400 pL de solugdo aquosa de azul de metileno a 1% adicionados ao
compartimento doador por mais 7 dias para verificar se houve vazamento do corante para o
agar localizado abaixo da unha.

Quando néo havia formacéo de halo de inibicdo, foi realizado exame micoldgico direto
nas unhas (DOS SANTOS; COELHO; NAPPI, 2002; LACAZ et al., 2002). Quando as

principais estruturas fungicas ndo foram encontradas na avaliagdo microscopica do exame
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direto, as amostras de fragmentos desta unha foram cultivadas em &gar micosel (meio seletivo

para fungos dermatofitos) para verificar o potencial de crescimento de T. Rubrum.

Figura 25 — Configuracdo do ensaio microbiologico in vitro usado neste trabalho conforme
adaptado de Sleven et al. (2015). (A): conjunto unha-frasco antes do fechamento, (B): conjunto
frasco-unha colocado em meio de &gar durante a etapa de pré-carga, (C): conjunto frasco-unha

colocado em meio contaminado e (D): imagem representativa do halo de inibicdo formado.

g

Fonte: a autora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 REVISAO SISTEMATICA

A busca nas bases de dados resultou em um total de 1387 artigos, dos quais 831 se
repetiram, restando 556 artigos. Apods a leitura dos titulos e resumos, foram excluidos 518
artigos. Desta forma, 38 artigos foram selecionados para leitura na integra. Subsequente a
avaliacdo critica das publicagdes, com base nos critérios previamente descritos, foram
selecionados 21 artigos (Figura 26).

Figura 26 — Esquema da selecéo de artigos.
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qualitativa (n=21)

| Inchidos |

Fonte: a autora.

Todos os 21 artigos selecionados utilizam o estudo de permeacéo in vitro (IVPT) das
unhas para avaliar o ciclopirox. Dentre eles, 9 artigos analisam apenas formulacbes
desenvolvidas (Figura 27); 8 artigos, além de trazer inovacdo no desenvolvimento de
formulacdes, tambeém fazem avaliagdo comparativa com o produto de referéncia (esmaltes

antifungicos) disponivel no mercado nacional, a depender do pais onde o estudo foi realizado



80

(Figura 28). Nos 4 artigos restantes foi utilizado o esmalte antifingico referéncia para, por meio
do IVPT, avaliar um pardmetro diferente como um novo teste, dispositivo ou técnica (Figura
29).
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Figura 27 — Diagrama com informagdes sobre os artigos de desenvolvimento de formulagé&o.
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Fonte: a autora.

1 (CHOUHAN; SAINI, 2016b) 4 (MONTI, D. et al., 2010)
2 (NAIR et al., 2013) 5 (CUTRI’N GOMEZ et al., 2018)
3 (MONTI et al., 2011) 6 (GOMEZ et al., 2018b)

7 (PALLIYIL, BIJI B. et al., 2014)

8 (PALLIYIL, BIJI; LEBO; PATEL, 2013)
9 (MATSUDA et al., 2016)
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Figura 28 — Diagrama com informagdes sobre os artigos de desenvolvimento de formulagdo comparadas a formulagdes comercializadas.
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Fonte: a autora.

10 (TAUBER; MULLER-GOYMANN, 2015)
11 (THAPA et al., 2016)

12 (CUTRIN-GOMEZ et al., 2020)

13 (CUTRIN-GOMEZ et al., 2018a) 16 (CUTRIN-GOMEZ et al., 2018b)
14 (NOGUEIRAS-NIETO, LUIS; BEGONA DELGADO- 17 (HAFEEZ etal., 2014)
CHARRO; OTERO-ESPINAR, 2013)

15 (VALDES et al., 2018)
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Figura 29 — Diagrama com informagdes sobre os artigos de avaliacdo de formulacdo do

mercado, utilizando novas técnicas.
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Fonte: a autora.

18 (DIAZ et al., 2019) 20 (SUGIURA et al., 2014)
19 (BU et al., 2010) 21 (MONTI et al., 2019)

Apos a leitura criteriosa de todos os artigos, a correlacdo dos resultados foi dificultada
devido a falta de padronizagdo dos diferentes parametros do procedimento de permeagdo, como
pode ser verificado nos gréficos 1A e 1B. A aplicacdo do produto foi realizada em dose Unica
(16 artigos) ou multidose seja com aplicacdo diéria ou semanal, e duracdo de estudo entre 30h
e 42 dias.

Como pode ser observado no Gréafico 1B, em 70% dos estudos com CPO, foi utilizado a
célula de difusdo vertical de Franz. Mesmo assim, a relacdo quantidade/area de produto aplicada
é muito diferente, podendo ser consideradas tanto doses finitas quanto infinitas.
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Grafico 1 — Distribuicdo dos tipos de unha e de células utilizadas nos trabalhos.

Tipo de unha utilizada
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CB- Casco Bovino. UH- Unha humana. UC- Unha de Cadaver. U/ONC- Unha humana saudavel + unha
onicomicotica. CDVF- Célula de Difusdo Vertical de Franz. CDFC- Célula de Difusdo de Fluxo
Continuo. CFM- Célula de Franz Modificada. CDVG- Célula de Difusdao Vertical Modificada do tipo
Gummer.

Fonte: a autora.

Considerando o pais do primeiro autor de cada publicacdo, como o pais de
desenvolvimento do estudo, pode-se dizer que, de acordo com a Figura 30, a Espanha é o pais
com maior numero de publicacdes na area de produtos ungueais contendo Ciclopirox.

No entanto, é possivel também evidenciar que dentre as 8 publicacdes, 7 delas foram
realizadas pelo mesmo grupo de pesquisa, dentre os quais 6 trabalhos investigaram o
melhoramento de um mesmo produto desenvolvido a base de polypseudo rotaxanes, e um
estudo veiculou CPO em polimero de poliuretano (PU-19) desenvolvido anteriormente por
Gregori Valdes et al. (2017) em Portugal. Até entéo, os poliuretanos nunca tinham sido usados
em esmaltes terapéuticos para unhas.

As 3 publicacdes da Italia também foram feitas por um Gnico grupo de pesquisa, e 2 dentre

4 publicagdes dos estados unidos sdo tambeém de uma unica equipe.
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Figura 30 — Amplitude de publicagdes por paises.
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Fonte: a autora.

O estudo de permeacdo in vitro (IVPT) ungueal é o primeiro estudo a ser realizado apds
o0 desenvolvimento de uma formulagdo com o objetivo de selecionar formulagdes promissoras
visando sua industrializacdo e uso futuro pela populacdo. No entanto, muitas etapas a frente
ainda devem ser realizadas em busca deste objetivo. Os testes de IVPT comparativos avaliados
(Figura 28), demonstraram que todas as formulac6es desenvolvidas apresentam maior retencéo
na unha e/ou permeiam através da unha em maior quantidade quando comparado com a
formulacéo referéncia, respondendo positivamente a pergunta norteadora do estudo.

Utilizando as publicacgdes avaliadas como base para demonstrar as pesquisas realizadas
na area ungueal utilizando o ciclopirox, fica clara a necessidade de mais estudos em relacéo a
este objeto de pesquisa, principalmente porque as formula¢fes comercializadas atualmente para

uso tépico sdo menos eficazes que a terapia oral para ONC (LEUNG et al., 2020).
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5.2 ESTUDO DE SOLUBILIDADE DO CICLOPIROX OLAMINA

O desenvolvimento de qualquer tipo de formulacdo depende, primordialmente, das
propriedades fisico-quimicas do farmaco, das caracteristicas da via de administracdo, um
direcionador para selecdo da forma farmacéutica mais conveniente, bem como em virtude das
caracteristicas da patologia a ser tratada.

Farmacos lipofilicos, sdo preferencialmente solubilizados em solventes hidrofobios e
isso justifica, fortemente, o porqué dos esmaltes utilizados no tratamento da ONC, serem
preparados com uma mistura de solventes organicos. Estes facilmente evaporam, deixando na
placa ungueal o farmaco cristalizado que € incapaz de particionar ou difundir para o leito
ungueal (LIPNER, 2019).

Neste sentido, diferentes formas farmacéuticas tém sido desenvolvidas no intuito ndo sé
de aumentar a eficacia dos medicamentos a serem utilizados topicamente no tratamento da ONC
bem como na diminuicéo das recidivas. Para isto, um primeiro passo seria a busca na literatura
e/ou a avaliacdo da solubilidade do farmaco em diferentes solventes, como pode ser observado

na tabela abaixo.

Tabela 5 — Solubilidade de CPO em diferentes meios. O asterisco (*) indica os veiculos
selecionados para o desenvolvimento das formulagdes de gel e termogel.

Componente Solubilidade
(mg/mL)

Cremophor EL 17,01 +5,34
Tween 20 21,03+ 1,70
Acido oleico 46,89 + 10,48
Isopropanol (IP) 195,93 £21.13
Agua 23,40 + 2,58
Tween 80 16,88 + 0,27
Propilenoglicol 283,80 = 37,75
Miristrato de isopropila 3,20+0,51
Dietilenoglicol monoetil éter (DEGEE)-Transcutol 130,42 £ 10,20
Acetato de etila 3,62+0,24
Labrafac 4,06 £0,25

PBS 2554+111
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Agua: Isopropanol (50:50) (p/p) 468,88 + 31,00
*Agua: Isopropanol (30:70) (p/p) 526,26 + 54,00
Agua: Isopropanol (10:90) (p/p) 429,42 + 34,77

*Agua: Isopropanol: Propilenoglicol (33:33:33) (p/p) 419,59 + 79,40
Agua: Isopropanol: Propilenoglicol (25:50:25) (p/p) 470,37 + 25,11
Agua: Isopropanol: Propilenoglicol (15:70:15) (p/p) 443,50 + 46,85

*Agua: Isopropanol: Transcutol (33:33:33) (p/p) 379,71 + 15,22
Agua: Isopropanol: Transcutol (25:50:25) (p/p) 382,63 + 32,26
Agua: Isopropanol: Transcutol (15:70:15) (p/p) 420,64 + 31,61
*Agua: Isopropanol: Transcutol: Acetato de etila 224,20 + 34,08

(16,65:33:33:16,65) (p/p)
Fonte: a autora.

Utilizando os solventes que apresentaram maior solubilidade para o CPO, foram
realizados novos testes de solubilidade com misturas binérias e ternérias visando selecionar a
melhor mistura de solventes para a etapa de desenvolvimento dos geéis e termogeis. Vale
salientar que, em virtude da unha ser uma barreira mais hidrofilica do que a pele (WALTERS;
FLYNN, 1983; WALTERS; FLYNN; MARVEL, 1985), e as células queratinizadas quando
hidratadas se comportarem como uma matriz de gel hidrofilica, onde o ativo pode se difundir
com menos resisténcia, a agua foi o Unico solvente mantido em todas as formulacdes testadas.
A agua age como um promotor de penetracdo que hidrata a unha e conduz a um aumento da
penetracdo do farmaco (BHUPTANI; DESHPANDE; PATRAVALE, 2016).

53 DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES UNGUEAIS DE CICLOPIROX
OLAMINA

De acordo com Murdan (2002), em virtude da baixa permeabilidade das placas ungueais,
algumas estratégias se tornam importantes no sentido de otimizacdo da terapia topica. Entre
elas estdo o uso de farmacos potentes e/ ou com propriedades fisico-quimicas adequadas para
permeacao na lamina ungueal; uso, na formulagdo, de promotores de permeacdo; formulacdo
de fécil administragéo e que permaneca em contato com a lamina ungueal por longos periodos.

Dito isto e considerando o objetivo geral do trabalho “Desenvolver e avaliar o
desempenho de formulagdes ungueais simples, de baixo custo e mais eficazes que aquelas

disponiveis comercialmente contendo ciclopirox olamina para tratamento de onicomicoses”,



88

foram preparadas formulagfes geleificadas contendo os polimeros HPMC e poloxamer

utilizando as misturas binarias e ternarias testadas anteriormente (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6 - Composic¢éo centesimal dos géis desenvolvidos.

Componentes Composicéo (% p/p)
GH1 GH2 GH3 GH4 GH5 GH6 GP1 GP2 GP3 GP4 GP5
CPO 8 16 16 16 8 16 8 16 16 16 16
HPMC 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 - - - - -
Poloxamer® - - - - - - 20 20 20 20 20
Agua/lsopropanol 89,5 81,5 - 83,5 - - - - - - -
(30:70)
Agua/lsopropanol/ - - 81,5 - - - 72 64 62 59 -
Propilenoglicol
(33:33:33)
Agua/lsopropanol/ - - - - 895 815 - - - - 62
Transcutol
(33:33:33)
Ureia 1 1 1 - 1 1 - - 1 - 1
Hidroxido de 1 1 1 - 1 1 - - 1 - 1
potéassio
Lauril sulfato de - - - - - - - - - 5 -
Sédio
Fonte: a autora.
Tabela 7 - Composicdo centesimal das formulacfes GH6 e suas modificacdes.
Componentes Composicao (% p/p)
GH6  GH6- GH6- GH6- GHé6- GHé-
E G GK GL GP
CPO 16 16 16 16 16 16
HPMC 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Agua/lsopropanol/ 81,5 - - - - -
Transcutol (33:33:33)
PBS/ - 82,4 - - - -
Isopropanol/Transcutol/Acetato de
etila (16,65:33:33:16,65)
Agua/ Isopropanol/Transcutol/Acetat - 82,4 81,5 78,5 76,5
0 de etila (16,65:33:33:16,65)
Alcool cetoestearilico/ Lanette N - - - - 3 -
Alcool cetoestearilico/Polisorbato 60 - - - - - 5
(Polawax NF)
Span 80 - - - - - 20
gotas
Tween 80 - - - - 30 gotas -
Urea 1 1 1 1 1 1
Hidréxido de potassio 1 0,1 0,1 1 1 1

Fonte: a autora.
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Adicionalmente, foram incorporados alguns outros excipientes, como promotores de
permeacao e agente alcalinizante (descritos na literatura cientifica como potencializadores na
permeacdo de CPO) (THAPA et al., 2016), entre eles a ureia, lauril sulfato de sddio e KOH,
respectivamente, conforme demonstrado na Tabela 6.

As formulagdes apresentadas nas tabelas 6 e 7 permaneceram macroscopicamente
estaveis (sem precipitados e/ou alteracdo de cor) ao longo de 6 meses em temperatura ambiente.
Inicialmente, foram preparadas formula¢Ges com 8% do farmaco (p/p), mesma concentragdo
do produto comercial. No entanto, de acordo com a solubilidade do farmaco (Tabela 5) nas
misturas de solventes selecionadas como base para os géis, outras formulagGes incorporando
16% do farmaco foram preparadas, e incluindo diferentes concentracbes de éalcool
cetearilico/cetearilsulfato de sodio, cetearil alcool/polissorbato 60, monooleato de sorbitano e

monooleato de polioxietileno sorbitano (Tabela 7).

5.4CARACTERIZACAO DAS FORMULAGOES

A tabela 8 mostra as caracteristicas organolépticas, pH e teor de CPO (média + DP) das
formulacBes. Logo apds o preparo, as formulacBes foram doseadas e apresentaram a

concentracdo de CPO dentro do limite especificado para formulacdes topicas (90-110%).

Tabela 8 - Caracteristicas organolépticas, pH e teor de CPO (média + DP) das formulagdes.

Teor de CPO
Formulagdes  Consisténcia Cor Odor pH (%)
GH1 Liquida Incolor Residual de 12,5+ 0,02 98,37 + 0,07

isopropanol

GH2 Liquida Levemente Residual de 12,4 + 0,03 108,18 + 0,025
amarelada isopropanol

GH3 Liquida Levemente Residual de 12,7+0,04 100,37 + 0,027
amarelada isopropanol

GH4 Liquida Incolor Residual de 10,8 £ 0,01 104,83 £ 0,02
isopropanol

GH5 Liquida Incolor Residual de 12,3+ 0,07 106,1 + 0,015

isopropanol
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GH6 Liquida Levemente Residual de 12,1 £ 0,05 101,36 + 0,036
amarelada isopropanol
GHG6-E Liquida Incolor Residual de 10,6 £ 0,01 100,65 + 0,078
isopropanol
GH6-G Liquida Incolor Residual de 10,9 £ 0,02 102,10 £ 0,068
isopropanol
GH6-GK Liquida Incolor Residual de 12,5+0,03 99,75 £ 0,087
isopropanol
GH6-GL Liquida Incolor Residual de 12,8 +0,01 99,95 £ 0,058
isopropanol
GH6-GP Liquida Incolor Residual de 12,3 +0,02 102,02 + 0,074
isopropanol
GP1 Liquida Incolor Residual de 11,1 +£0,01 103,45+ 0,11
levemente isopropanol
viscosa
GP2 Liquida Levemente Residual de 10,8 + 0,05 109,5+ 0,17
levemente amarelada isopropanol
viscosa
GP3 Liquida Levemente  Residualde  12,3+0,02 107,88 + 0,035
levemente amarelada isopropanol
viscosa
GP4 Liquida Levemente Residual de 10,5+0,01 99,97 £ 0,33
levemente amarelada isopropanol
viscosa
GP5 Liquida Levemente Residual de 12,9+0,01 100,01 + 0,04
levemente amarelada isopropanol
viscosa
MICOLAMINA® Liquida Levemente  Residual de 5* 107,3+£ 0,04
amarelada solventes
organicos

* com uso de papel indicador de pH (MQuant®-Merck).

Fonte: a autora.

Com relagdo ao pH, as formulagdes contendo o KOH e ureia apresentaram os maiores

valores, entre 11-13, o que era esperado, em virtude do uso do agente alcalinizante. No entanto,

as demais preparacdes, mesmo sem a adicdo do KOH, apresentaram pH igual a 10. Os seus
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respectivos placebos apresentaram pH em torno de 6,5, tornando claro que o farmaco é o
responsavel pelo aumento do pH de todas as formulagBes. Considerando que a Micolamina,
mesmo com 8% de CPO apresenta pH igual a 5 e verificando que a simples solubilizacdo do
CPO em &gua ja torna esta solucao fortemente basica, chegamos a conclusdo de que a interacao
agua/ CPO é a resposta para 0 aumento de pH. Salientando que a Micolamina® ndo tem agua
em sua composicao.

De acordo com Thapa et al., (2016), a permeac¢do do CPO aumentou quando do uso de
uma formulacdo com pH 10,8, quando comparado com a mesma formulagdo com pH 3 e 9. Em
condicGes de pH extremamente alcalinas a hidratacdo da unha é significativamente aumentada.
A hidratacdo, por sua vez, aumenta a porosidade da unha, aumentando assim, a difusividade do
farmaco (ELSAYED, 2015; SMITH; HAO; L1, 2010).

55  VALIDAGAO DO METODO ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO DE ARRANJO DE DIODOS (CLAE-DAD)

O grupo N-hidroxilpiridona contido na molécula do CPO interage fortemente com tragos
de ions metalicos em solventes e sistemas de ensaio, e com adsorventes presentes nas colunas
a base de silica gel atravées de um efeito quelante, resultando em severa cauda cromatografica e
respostas ndo lineares da area do pico vs. concentracdo de CPO, tornando a determinacdo direta
do farmaco um desafio (LEHR; DAWN, 1985).

Inicialmente, tentamos reproduzir metodologias analiticas encontradas na literatura
cientifica. Apesar da maior parte dos trabalhos realizarem a quantificacdo de CPO através de
métodos incluindo a etapa de derivatizacdo (ESCARRONE et al., 2008), devido o
comportamento do farmaco como um agente quelante, era do nosso interesse trabalhar com um
método direto. Diante disso, tentamos reproduzir a metodologia de quantificacdo utilizando
deteccdo por espectrometria de massas MS/MS publicado por (BU et al., 2010). N&o obtivemos
sucesso, uma vez que o pico cromatogréafico referente ao farmaco néo foi detectado.

Outros métodos trazem o uso de EDTA na fase movel, um outro agente quelante, na
tentativa de suprimir a propriedade quelante do CPO (CHOUHAN; SAINI, 2016a). A
concentracdo de EDTA relatada nos trabalhos é de 0,96g/L, no entanto, utilizando essa
concentracdo de EDTA, tivemos o entupimento do sistema cromatogréfico e a perda de pré-

coluna e coluna cromatogréafica devido a alta molaridade da solucéo.
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Outra informacdo descrita na literatura é o uso de acido na fase mével, para melhora do
formato do pico, sendo o &cido acético (CHOUHAN; SAINI, 2016b), e acido fosforico
(THAPA et al., 2016) os mais relatados. Diante disso, foram realizados testes preliminares com
uso de diferentes concentracdes de EDTA e diferentes acidos. A melhor condicdo encontrada
foi utilizada, como descrito no item 4.7 e seguida para validagdo do método.

O método desenvolvido para quantificagdo da Ciclopirox Olamina (CPO) mostrou
seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo de acordo com o especificado na Resolu¢do RDC
n° 166, de 24 de julho de 2017. O cromatograma apresentado na Figura 31, mostra o tempo de
retencdo do farmaco em aproximadamente 6,2 minutos. Os limites de deteccdo e quantificacdo
foram de 3,06 e 9,28 pg/mL, respectivamente, para amostras em tampdo fosfato, calculados a
partir do desvio padrédo dos residuos (63785,8292) e do coeficiente angular (68704).

Figura 31 - Cromatograma referente ao ponto 100 pg/mL.
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Fonte: a autora.

5.5.1 Seletividade

Quanto a seletividade, a analise das amostras de fase movel; tampéo fosfato salino
(PBS) pH 7,4; PBS com azida sddica (30mg/L); branco de unha humana (Figura 30) preparado
conforme descrito em 4.7 e solugéo extratora de unha (etanol:agua 70:30) ndo evidenciaram
presenca de sinal interferente no tempo de retencdo do CPO, demonstrando que 0s constituintes

do eluente, os liquidos receptores dos ensaios de libera¢do in vitro e permeacdo ex vivo bem
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como a solugéo extratora de unha ndo interferem na quantificacdo do CPO. Logo, a metodologia
se apresenta seletiva para estas condigdes.

5.5.2 Linearidade

Os resultados do estudo de linearidade foram avaliados quanto ao coeficiente angular,
coeficiente de correlacdo, dispersdo dos residuos e homoscedasticidade dos dados, conforme
descritos na RDC 166/17. A Figura 32 mostra a representacao grafica das respostas em funcao
da concentracdo do analito e a Tabela 9 o resumo dos resultados das avaliagdes estatisticas com
nivel de significancia de 5%. A equacdo da reta obtida pelo modelo é y= 68704,1(67714,3 -
69693,9) x - 200373,8 (-248058,4 - 152689,3).

Figura 32 - Representacgdo grafica das respostas em fungdo da concentragdo do analito.
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Fonte: a autora.

Tabela 9 - Resultados das avalia¢Oes estatisticas realizadas.

Teste Concluséo
Teste F da ANOVA Rejeitamos a hipdtese de coeficiente angular ser
zero.
Teste do intercepto Intercepto significativo
Coeficiente de Correlacédo de R =0,9996 > 0,990 (existe uma relacao linear
Pearson adequada).
Teste de Normalidade dos N&o rejeitamos a hipotese de normalidade dos
Residuos residuos.
Teste de Homocedasticidade Modelo homocedastico.

Fonte: a autora.
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O resultado da andlise do coeficiente angular mostrou que como P-valor (0) do teste F
da ANOVA é menor que 0,05 (conforme especificado) rejeitamos a hipotese nula (coeficiente
angular zero), demonstrando que 0 modelo ¢é linear. O coeficiente de correlacdo obtido (0.9996)
¢ maior que 0.990 (especificado na legislacdo), concluindo que existe uma relacdo linear
adequada.

A avaliagdo estatistica da distribuicao dos residuos pelo teste de Shapiro-Wilké obteve
um P-valor (0,312) maior que 0,05, ndo rejeitamos a hipétese de normalidade dos residuos ao
nivel de significancia de 5%. E com P-valor (0,9025) obtido pelo teste de Breusch Pagan é
maior que 0,05, ndo rejeitamos a hipdtese de igualdade das variancias ao nivel de significancia
de 5%. Logo, temos um modelo homocedastico, que demonstra que existe variancia constante
dos erros experimentais.

Por fim, o método mostrou ser capaz de obter respostas analiticas diretamente

proporcionais a concentragdo de CPO nas amostras.

5.5.3 Precisdo e exatidao

Os resultados da precisdo ao nivel da repetibilidade estdo descritos na Tabela 10. Os

resultados encontram-se abaixo do especificado no método, que foi o valor de 5% para o DPR.

Tabela 10 - Resultados da Repetibilidade.

Concentragéo Média das Desvio Padréo Coeficiente de
tedrica (ug/mL) concentracoes variacao (%o)
experimentais
(Hg/mL) (n=5)

5 5,3427 0,1457 2,7263
10 9,5276 0,0417 0,438
50 47,7541 0,2114 0,4427
80 86,7279 0,3694 0,4259
200 232,8797 0,3496 0,1501

Fonte: a autora.
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J& os resultados experimentais e a estatistica descritiva da precisdo intermediaria estdo
descritos na Tabela 11. O resultado da comparacéo estatistica entre diferentes dias e diferentes
analistas para o LIQ, CQB, CQM, CQA e CQD estdo nas Tabelas 12, 13, 14, 15 e 16

respectivamente. Os dados descritivos mostram que o maior DPR foi de 3,37%.

Tabela 11 - Dados experimentais da precisdo intermediaria (analista 1 e analista 2).

Analista 1

Dia 1 Dia 2

LIQ CQB CQM CQA CQD LIQT CQB CQM CQA  CQD

Réplical 529 952 479 86,2 23242 4,95 9,96 4982 81,66 208,25

Réplica2 5,23 959 4785 865 23281 4,96 10,13 49,71 82,55 207,43

Réplica3 5,22 954 4785 86,8 232,71 5,28 9,91 4988 81,32 210,22

Media 525 955 4787 86,5 232,65 5,06 10 49,8 81,84 208,63

DP 0,04 004 003 03 0,2 0,19 0,12 0,09 0,64 1,43

DPR(%) 0,72 0,38 0,06 035 0,09 3,71 1,15 0,17 0,78 0,69

Analista 2

Dial Dia 2

LIQ COB CQM CQA CQOD LIQ CQB CQM CQA CQD

Réplical 536 999 51,34 81,29 23145 58 995 5145 8187 204,29

Replica2 569 10,08 514 81,63 21892 577 10,14 5129 80,98 204,29

Réplica3 568 9,86 5153 8154 23246 575 10,16 51,79 81,39 202,44

Média 558 998 5142 8149 22761 5,77 10,08 51,551 81,41 203,67

DP 0,19 0,11 0,1 0,18 7,54 0,03 012 0,26 045 1,07

DPR(%) 3,37 1,11 0,19 0,22 3,31 0,44 115 0,5 0,55 0,52

Fonte: a autora.

Tabela 12 - ANOVA da precisdo intermediaria do LIQ.
G.L. Soma dos Quadrados Estatistica F  P-Valor

quadrados Médios
Dia 1 0,0003 0,0003 0,0031 0,9649
Analista 1 0,805 0,805 7,4837 0,2231
Repetitividade 8 0,1461 0,0183

Fonte: a autora.



Tabela 13 - ANOVA da precisao intermediaria do CQB.
G.L. Soma dos Quadrados EstatisticaF  P-Valor

quadrados Médios
Dia 1 0,2302 0,2302 2,642 0,3511
Analista 1 0,1914 0,1914 2,1973 0,3778
Repetitividade 8 0,0819 0,0102

Fonte: a autora.

Tabela 14 - ANOVA da precisao intermediaria do CQM.
G.L. Soma dos Quadrados EstatisticaF  P-Valor

quadrados Médios
Dia 1 3,072 3,0472 1,2008 0,4709
Analista 1 20,7738 20,7738 8,1205 0,2149
Repetitividade 8 0,1703 0,0213

Fonte: a autora.

Tabela 15 - ANOVA da precisdo intermediaria do CQA.
G.L. Soma dos Quadrados EstatisticaF  P-Valor

quadrados Médios
Dia 1 16,8998 16,8998 1,0662 0,4898
Analista 1 22,265 22,265 1,4047 0,4462
Repetitividade 8 1,4561 0,182

Fonte: a autora.

Tabela 16 - ANOVA da precisédo intermediaria do CQD.
G.L. Soma dos Quadrados Estatistica F  P-Valor

quadrados Médios
Dia 1 1724,0023 1724,0023 129,0294 0
Analista 1 74,9903 74,9903 5,6125 0,042
Repetitividade 9 120,2519 13,3613

Fonte: a autora.
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Na andlise estatistica, todos os niveis de concentracdo estudados, exceto o CQD
(200ug/mL) obtiveram P-valor do teste da ANOVA maior que 0,05, ndo rejeitando a hipdtese
de que o efeito do fator dia e do analista seja nulo, ao nivel de significancia de 5%, ou seja, 0
método se mostrou preciso para os dois analistas nos dois diferentes dias testados. No nivel
CQD, o P-valor foi menor que 0,05, portanto, a hipdtese de que o efeito dia e de analista seja
nulo foi rejeitada, indicando que neste nivel os fatores dia e analista interferem na precisdo do
método, no entanto de acordo com a natureza das amostras e das analises desse trabalho, néo
verificamos a necessidade de refazer o nivel de dilui¢cdo (CQD).

No estudo da exatiddo do método, verificamos a concordancia entre os resultados
individuais, obtidos pelo método em estudo, em relacdo a um valor de referéncia aceito como
verdadeiro, por isso a analise é feita pela recuperacdo de cada amostra, que resulta da relacédo
entre as concentracOes tedricas e experimentais de cada replicata testada.

Para andlise da Exatiddo aplicamos o teste t-student a fim de avaliarmos uma
recuperacdo de 100%, os resultados experimentais e os dados estatisticos estdo descritos nas

Tabelas 17 e 18, respectivamente.

Tabela 17 - Dados experimentais da exatidao.

Concentracdo teorica (ug/mL) Média da
Recuperacéo (5x)
(%)
5 112,89
10 98,64
50 103,07
80 102,01
200 114,99

Fonte: a autora.

Tabela 18 - Dados estatisticos da exatidao.

Valores
Recuperacéo 106,32
Desvio Padréo 6,87
Graus de Liberdade 24
Limite Inferior 103,97
Limite Superior 108,67
Limite Inferior (Especificagdo) 85
Limite Superior (Especificacéo) 115

Fonte: a autora.
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Como o intervalo de confianga para a média estd contido dentro da margem de
equivaléncia, concluimos que existe equivaléncia ao nivel de significancia de 5%. Logo, a
recuperacdo atende ao critério de aceitacdo. Todas as recuperacdes estdo dentro da variacdo
definida (20% para o LIQ e 15% para os demais niveis), logo, a recuperacao atende ao critério

de aceitacéo.

5.6  ESTUDOS DE CINETICA DE LIBERACAO IN VITRO (IVRT)

5.6.1 Analise dos perfis de liberacéo

A Figura 33 e as tabelas 19, 20 e 21 mostram a liberacdo comparativa (a partir de 3
diferentes tipos de membranas artificiais) entre duas diferentes formulacGes geleificadas e a
Micolamina® contendo 8% do farmaco, por um periodo de 4 horas. A quantidade cumulativa
liberada de CPO através das membranas hidrofilica e de silicone foi significativamente
diferente entre a Micolamina® e ambas as formulacdes geleificadas.

Os ensaios de liberacdo a partir das membranas de PTFE e silicone forneceram
resultados relativamente consistentes com o produto comercial (Micolamina®), liberando cerca
de 20% do farmaco em 4 horas e com as formulacGes de GH1 e GP1 liberando menos de 10%
em todos 0s casos. Ao contrario, o gel e o termogel liberaram mais de 50% da dose em uma
hora através das membranas hidrofilicas, enquanto apenas ~6% foram liberados a partir do
produto comercializado. No entanto, devido a retrodifusdo do solvente que ocorreu quando do
uso da membrana hidrofilica, esse tipo de membrana ndo foi utilizado nos ensaios de liberacao
adicionais. Além disso, e para fins de avaliacdo comparativa, foi necessario usar uma membrana
através da qual o produto comercializado liberou o farmaco em quantidade suficiente para
permitir a comparacdo com as novas formulacgdes, de modo que tanto as membranas de PTFE
quanto as de silicone foram selecionadas para novos testes. Esses resultados indicam e que a
escolha da membrana é critica em ensaios de liberacdo do farmaco, que sdo usadas

principalmente para fins de controle de qualidade.
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Tabela 19 - Média percentual e DP (n = 6) da liberagcdo cumulativa de CPO de formulacdes

através de membranas hidrofilicas (celulose).

Tempo FORMULACOES DE CPO
(h) Cumulativo (%)
GP1 (8%) GH1 (8%) Micolamina® esmalte
(8%)
Média DP Média DP Média DP
0,08 8,29 4,37 7,03 5,02 0 0
0,16 23,47 4,05 18,65 11,98 0 0
0,33 39,56 5,01 41,32 12,33 0 0
0,50 50,25 4,97 49,33 12,46 0 0
0,75 58,76 511 57,05 10,13 0 0
1 64,78 7,02 63,39 6,83 0 0
2 78,33 9,38 77,55 6,46 4,35 1,62
4 78,59 10,05 81,07 518 5,95 1,20

Fonte: a autora.

Tabela 20 - Média percentual e DP (n = 6) da liberacdo cumulativa de CPO de formulacgdes em

membranas de silicone.

Tempo FORMULACOES DE CPO
(h) Cumulativo (%)
GP1(8%) GH1(8%) Micolamina® esmalte
(8%)

Média DP Média DP Média DP
0,08 0 0 0 0 1,06 0,11
0,16 0 0 0 0 2,10 0,39
0,33 0 0 0 0 5,34 1,23
0,50 0 0 0 0 8,79 0,49
0,75 0 0 0 0 12,65 0,83
1 0 0 0 0 16,79 0,56
2 1,53 0,16 0,98 0,08 19,94 0,90
4 2,17 0,25 1,59 0,09 22,15 0,74

Fonte: a autora.
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Tabela 21 - Média percentual + DP (n = 6) da liberagdo cumulativa de CPO de formulacGes
através de membranas hidrofobicas (PTFE).

Tempo FORMULACOES DE CPO
(h) Cumulativo (%)
GP1(8%) GH1(8%) Micolamin® esmalte
(8%)

Média DP Média DP Média DP
0,08 1,35 0,07 4,75 0,39 1,61 0,49
0,16 1,46 0,07 5,15 0,44 2,01 0,25
0,33 1,60 0,08 5,65 0,47 3,33 0,42
0,50 1,73 0,06 6,12 0,55 4,37 0,90
0,75 1,91 0,13 6,71 0,40 5,95 1,12
1 2,09 0,25 7,35 0,37 7,62 1,71
2 2,40 0,35 8,38 0,21 12,19 1,71
4 2,86 0,13 10,07 0,88 20,56 1,50

Fonte: a autora.

Figura 33 - Quantidade cumulativa (%) de CPO (média £ DP, n=6) liberada in vitro de GH1,
GP1 e esmalte Micolamina® (média £ DP, n = 6) através de membrana hidrofilica (celulose) e

membranas hidrofobicas (PTFE e silicone). Efeito significativo (p<0,05) para a quantidade total

liberada entre diferentes membranas (*) (ANOVA one-way, post-hoc Bonferroni).
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De acordo com Cavalcanti et al. (2019), o estudo de liberagdo in vitro (IVRT) é um

método para avaliar a qualidade da fabricacdo dos produtos medicamentosos. Sua inabilidade

de se correlacionar com os resultados in vivo deve-se, sobretudo, a impossibilidade de obtengéo

de dados que representem a interacdo entre a formulacdo (incluindo os excipienctes) e a pele,

em particular o estrato corneo (FDA, 1998). E isto claro, torna-se valido também quando se

trata de outras membranas bioldgicas entre elas, a lamina ungueal.

Dando sequéncia aos testes, uma série de IVRT foi realizada para todas as formula¢6es

com as membranas selecionadas, silicone e PTFE. Os resultados para as formulacdes de gel de
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HPMC e Micolamina® sdo mostrados na Figura 34 e nas tabelas 22 e 23. Houve diferencas
significativas entre o perfil de liberagdo observado (Figura 34) dependendo da formulagdo do
gel e da membrana utilizada, enquanto, como mencionado acima, a liberacdo de CPO a partir
de Micolamina® foi relativamente independente da membrana utilizada. A porcentagem da
dose aplicada liberada através das membranas de silicone pelos produtos em gel foi inferior a
8,5% em todos os casos e significativamente menor e diferente da Micolamina® no estudo de
4 horas. A porcentagem total de CPO liberada do GH4 foi maior e significativamente diferente
de outras formulagdes gelificadas. As membranas de silicone geraram resultados muito
semelhantes para todas as formulagdes de gel sugerindo que a liberagdo de CPO foi
provavelmente controlada por difusdo atraveés da membrana. Em contraste, a liberagdo de CPO
a partir dos géis de HPMC foi mais eficiente nas membranas de PTFE, o que permite estabelecer
diferencas entre os veiculos.

Independentemente do tipo de membrana, ndo houve diferenga entre o percentual total de
liberacdo de CPO de GH3 e GH6. As formulagbes em gel GH2 e GH4 proporcionaram uma
liberacdo rapida do farmaco (Figura 34), que foi associada a um desempenho pior do IVPT em
trabalhos anteriores com tioconazol (FLORES et al., 2018). Entre 0s que proporcionaram uma
liberagdo mais gradual e continua estdo GH1, GH3, GH4 e GH6, onde este ultimo apresentou
os melhores resultados, e seu potencial de otimizacao foi explorado.



Tabela 22 - Média percentual £ DP (n = 6) da liberacdo cumulativa de CPO de formula¢Ges em membranas de silicone.
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Tempo FORMULACOES DE CPO
(h) Cumulativo (%)
Micolamina® GH1 GH2 GH3 GH4 GH5 GHeé
8% 8% 16% 16% 16% 8% 16%
Média DP  Média DP  Média DP Média DP  Média DP  Média DP  Média  DP
0,08 1,07 0,11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,16 2,10 0,40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,33 5,34 1,23 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,50 8,80 0,50 0 0 0 0 0 0 1,69 0,16 0 0 0,58 0,02
0,75 12,66 0,84 0 0 0 0 0 0 2,02 0,43 0 0 0,97 0,00
1 16,80 0,57 0 0 0 0 0 0 2,58 0,21 0 0 1,20 0,12
2 19,94 0,91 098 0,08 1,81 0,24 1,52 0,01 4,25 0,51 1,83 0,04 1,44 0,12
4 22,15 0,93 1,59 0,09 2,72 0,38 1,87 0,14 8,08 0,61 2,58 0,34 1,89 0,04

Fonte: a autora.



Tabela 23 - Média percentual £ DP (n = 6) da liberagdo cumulativa de CPO de formulagGes através de membranas hidrofdbicas (PTFE).
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Tempo FORMULACOES DE CPO
) Cumulativo (%)

Micolamina® GH1 GH2 GH3 GH4 GH5 GHé

8% 8% 16% 16% 16% 8% 16%
Média DP Média  DP Média DP Média DP  Meédia DP  Meédia DP Meédia  DP
0,08 1,62 0,50 4,75 0,39 72,11 4,13 053 0116 481 0,25 042 023 095 0,33
0,16 2,02 0,26 5,15 0,44 90,22 2,54 1,29 019 61,16 1320 1,04 059 1,65 0,20
0,33 3,33 0,42 5,65 0,47 90,30 3,05 1,74 016 67,21 9,10 1,34 070 213 0,17
0,50 4,38 0,91 6,12 0,55 90,13 4,90 425 0,75 7041 7,76 332 211 5,08 0,75
0,75 5,95 1,12 6,71 0,40 90,60 3,52 920 1,33 68,18 9,36 6,77 439 9,89 1,75
1 7,62 1,71 7,34 0,37 90,77 6,93 1426 0,26 68,14 668 1023 505 1563 0,50
2 12,19 1,71 8,37 0,21 91,03 5,11 2787 020 68,29 771 1935 898 29,15 0,56
4 20,56 1,34 10,07 0,88 90,94 2,82 4527 054 67,79 433 3029 791 4643 288

Fonte: a autora.
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Figura 34 - Resultados (média = DP, n=6) de IVRTSs realizados com formulac@es de gel de
HPMC GH1, GH2, GH3, GH4, GH5, GH6 e Micolamina®. Graficos superiores: quantidade
cumulativa liberada atraves das membranas hidrofobicas de PTFE (coluna esquerda) e silicone
(coluna direita). Gréaficos inferiores: porcentagem de CPO liberada em relacdo a dose aplicada.
Os géis GH1, GH5 e Micolamina® continham 8% de CPO enquanto os géis GH2, GH3, GH4
e GH6 continham 16% de CPO. Efeito significativo (p<0,05) para a quantidade total liberada

entre diferentes membranas (*) (ANOVA one-way, post-hoc Bonferroni).
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Fonte: a autora.

As modificagdes consideradas incluiram: reducéo do teor de hidroxido de potéssio (GH6-
E e GH6-G); uso de tampdo e acetato de etila em substituicdo da agua (GH6-E); adicdo de
acetato de etila (GH6-G, GH6-GK, GH6-GL e GH6-GP); a adicdo de Lanette N e Tween® 80
(GH6-GL), Polawax NF e Span® 80 (GH6-GP) conforme mostrado na Tabela 8. A Figura 35
e tabela 24 mostram a liberacdo de CPO através das membranas de PTFE dessas séries de
formulacbes modificadas. Em resumo, foi observada uma diferenca estatisticamente

significativa e menor entre o CPO liberado das formulacdes GH6-GL e GH6-GP em relacdo a
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todas as outras, e semelhante entre elas, provavelmente devido ao aumento da viscosidade

dessas duas formulagdes.

Figura 35 - Quantidade cumulativa de CPO (média + DP, n=6) liberada in vitro dos géis GH®6,
GH6-GK, GH6-GL, GH6-GP, GH6-E e GH6-G através das membranas de PTFE. Efeito
significativo (p<0,05) para a quantidade total liberada entre diferentes membranas (*) (ANOVA

one-way, post-hoc Bonferroni).
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Fonte: a autora.

Tabela 24 - Liberacdo cumulativa de CPO (média + DP; n = 6) através de membranas de PTFE
expressa como porcentagem da dose aplicada a partir de géis GH6, GH6-GK, GH6-GL e GH6-
GP, todos contendo 16% de CPO.

Tempo FORMULACOES DE CPO
(h) Cumulativo (%)
GH6 GH6-GK GH6-GL GH6-GP GH6-E GH6-G

Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
0,08 09 033 076 006 242 061 140 042 101 022 129 0,33
0,16 165 020 165 049 539 097 303 092 19 033 191 0,29
0,33 2,13 017 2,65 1,18 8,56 0,13 5,12 0,57 2,70 0,47 2,77 0,65
0,50 508 0,75 6,02 0,83 10,96 0,36 7,93 0,55 6,03 0,38 5,91 0,65
0,75 989 1,75 940 0,72 1421 061 1160 0,88 8,89 0,63 8,42 1,19
1 1563 050 1425 135 1788 057 13,75 063 13,72 1,17 1293 1,88
2 29,15 056 26,16 240 2508 0,69 19,17 258 2624 326 2555 3,63
4 46,43 2,88 47,18 4772 3595 208 3157 214 4864 090 4769 154

Fonte: a autora.
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A Figura 36 e as tabelas 25 e 26 mostram a liberacdo de CPO a partir dos termogéis de
Poloxamer e Micolamina®, através de membranas de silicone e PTFE. As formulacdes
continham 16% de farmaco com excec¢do de Micolamina® e GP1 que continham 8% de CPO.
A porcentagem de CPO liberada de Micolamina® foi relativamente semelhante em ambas as
membranas, com cerca de 21% de liberacdo, que foi maior e estatisticamente significativa do
que todas as formulac6es desenvolvidas.

O percentual total da dose aplicada de CPO liberada a partir das formulacGes contendo
Poloxamer foi inferior a 5%, independentemente da membrana utilizada. Diferencas
significativas foram encontradas em 4 horas de liberacéo percentual de CPO entre GP3 e outras
formulagdes de termogel através de membranas de silicone e PTFE. Dentre as demais
formulacGes, a GP1, apesar de conter 8% de CPO, apresentou maior liberacdo percentual e
estatisticamente diferente da GP2, GP4 e GP5, através da membrana de PTFE.

Figura 36 - Média (= DP, n=6) da liberacdo percentual cumulativa de CPO durante testes de
IVRT realizados com formulagdes de termogéis GP1-GP5 e Micolamina®. Os termogéis GP2-
GP5 foram carregados com 16% da droga, enquanto Micolamina® e GP1 continham 8% de
CPO. Efeito significativo (p<0,05) para a quantidade total liberada entre diferentes membranas
(*) (ANOVA one-way, post-hoc Bonferroni). Painel direito: Os dados correspondentes a GP1
e GP2 foram deslocados 0,1h para a direita para melhorar a visibilidade. Painel esquerdo: os
dados correspondentes ao GP2 foram ajustados em 0,1h e GP4 foi ajustado em 0,2h para

melhorar a visibilidade.
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Tabela 25 - Liberagdo cumulativa de CPO (média + DP; n = 6) através de membranas de silicone

expressas como porcentagem da dose aplicada de termogéis de 8% (GP1) e 18% (GP2-GP5) e

Micolamina®.
Tempo FORMULAGCOES DE CPO
(h) Cumulativo (%)
Micolamina® GP1 GP2 GP3 GP4 GP5
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
0,08 1,07 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,16 2,10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,33 5,34 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,50 8,80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,75 12,66 0 0 0 0 0 1,58 0 0 0 0 0
1 16,80 0,04 0 0 0 0 1,84 0 0 0 0 0
2 1994 008 153 016 094 004 238 004 125 004 042 0,03
4 2215 074 218 025 139 0214 343 008 191 016 092 0,02

Fonte: a autora.

Tabela 26 - Liberacdo cumulativa de CPO (média + DP; n = 6) através de membranas de PTFE

expressa como porcentagem da dose aplicada de termogéis de 8% (GP1) e 18% (GP2-GP5) e

Micolamina®.
Tempo FORMULAQOES DE CPO
(h) Cumulativo (%)
Micolamina® GP1 GP2 GP3 GP4 GP5
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP
0,08 1,62 0,50 1,35 0,08 0,63 0,01 0,64 0,01 0,21 0,01 0,43 0,09
0,16 2,02 0,26 1,46 0,07 0,70 0,02 0,70 0,03 0,23 0,01 0,43 0,12
0,33 333 042 161 008 076 002 076 002 025 001 056 014
0,50 4,38 0,91 1,74 0,07 0,84 0,02 0,82 0,04 0,27 0,01 0,59 0,14
0,75 5,95 1,12 1,91 0,13 0,89 0,01 1,04 0,25 0,34 0,07 0,63 0,15
1 762 1,71 210 025 09 002 283 050 092 014 091 0,10
2 12,19 1,71 2,40 0,35 1,03 0,04 4,26 0,38 1,39 0,08 1,15 0,28
4 2056 151 286 013 159 008 486 025 159 015 160 0,05

Fonte: a autora.
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Embora a liberagdo de CPO da formulacdo de gel seja dependente da membrana usada
para o teste, esse ndo foi o caso das formulagOes de termogel e a liberacdo de CPO em ambas
as membranas foi relativamente semelhante. Uma comparacdo dos dados de IVRT-silicone ndo
sugeriria grandes diferencas entre os produtos de gel e termogel, no entanto, os dados de IVRT-
PTFE permitiram encontrar diferencas entre os produtos de gel e termogel, onde o primeiro
liberou o farmaco com mais eficiéncia. 1sso destaca a importancia da escolha da membrana nos
estudos de IVRT para fins de qualidade e como parte de um conjunto de ensaio para

bioequivaléncia desses produtos.

5.7AVALIACAO DA PERMEACAO EX VIVO E RETENCAO UNGUEAL DO
CICLOPIROX OLAMINA

Em virtude de todas as discussdes relacionadas ao uso dos cascos bovinos no IVPT como
predicdo para a permeacdo ungueal humana, e a semelhanga limitada entre elas, devido a maior
permeabilidade dos cascos bovinos (CUTRIN-GOMEZ et al., 2018a; TAUBER; MULLER-
GOYMANN, 2015), optamos neste estudo pelo uso de unhas humanas doadas por voluntarios
sadios, apesar da dificuldade de sua obtencgéo, principalmente em um momento como o da
pandemia do COVID-19. Para tanto, um aditivo ao CEP-UFPE visando fornecer mais
seguranca para a equipe da pesquisa foi necessario.

A primeira série de experimentos comparou dois arranjos de IVPT envolvendo doses
maultiplas em unhas ndo poradas (MD-NP) ou uma dose Unica em unhas microporadas (SD-
MP) e 3 formulagdes contendo 8% de CPO, incluindo o esmalte referéncia.

A Tabela 27 e a Figura 37 mostram a quantidade de CPO retida nas unhas (CPO-unha) e
analizada no liquido receptor (CPO-LR) ap6s 14 dias, com aplicacdo diaria de uma dose de 10
pl em unhas ndo poradas (MD- NP), e aplicacdo de uma dose Unica de 50 pL nas unhas
microporadas (SD-MP). O ultimo teste foi feito apds lixamento e microporacdo com agulhas
de titdnio comercialmente disponiveis no lado dorsal da unha. Independentemente do tipo de
experimento, foi observado uma permeacéo e retencdo de CPO menor, cerca de metade, para a
Micolamina® em comparacdo com as formulagdes testes GH1 e GP1.

No experimento MD-NP nenhum farmaco foi encontrado no liquido receptor apés 7 ou
14 dias para as formulacdes testadas e a quantidade de CPO encontrada fora das areas de difuséo
da unha (possivel difusdo lateral) foi inferior a 5% da quantidade encontrada na area de
permeacdo. Ja no experimento SD-MP, CPO foi encontrada apenas nas amostras de liquido

receptor apds 14 dias, e a difusdo lateral do farmaco foi de 1,5 a 11% do farmaco encontrado
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na area de permeacdo ungueal. Vale salientar que neste estudo as dimens@es de cada unha
utilizada no processo de permeacdo ndo foram padronizadas. Ressaltamos, portanto, a
importancia da realizacdo deste procedimento em estudos subsequentes.

A ocorréncia de difusdo lateral foi relatada na literatura por Palliyil et al. (2014),
utilizando formulac6es de CPO. O pesquisador também fez uso de um corante solivel em agua,
sal de sodio vermelho de metila, para visualizar o processo de difusdo lateral usando um novo
experimento de unha suspensa.

Outro ponto importante de ser destacado € o que de fato seria uma difusdo lateral, ou a
migracdo da formulacdo através do adaptador de unhas. De acordo com Monti et al., (2011),
tanto as unhas saudaveis quanto as doentes sdao muito dificeis de manusear; o aparato de
permeacdo deve ser pequeno o suficiente para mante-las seguras, e muito resistentes pois as
unhas sdo curvas e devem ser fixadas sob alta pressdo no momento do fechamento dos
adaptadores. Vale a pena mencionar que no estudo de Monti et al. (2011), foi utilizado um

aparato utilizando frasco de vidro com uma tampa perfurada.

Tabela 27 - Quantidade (média £ DP, n=4) de CPO analizada no liquido receptor (CPO-LR) e
extraida da unha (CPO-unha) ap6s a série MD-NP (aplicacdo diaria de 10 pL) e SD-MP

(aplicacdo Unica 50 pL). Todas as formula¢des continham 8% de CPO.

MD-NP SD-MP
FORMULAQAO CPO-unha CPO-LR CPO-unha CPO-LR
(1g/mg) (ng/cm?) (1g/mg) (ng/cm?)
GH1 12,47 0,00 28,79 3,32
GH1 10,64 0,00 24,81 3,57
GH1 9,91 0,00 25,74 4,59
GH1 10,11 0,00 23,55 3,83
GH1 (Média + DP) 10,78 + 1,17 0 25,72 + 2,23 3,83+ 0,55
GH1 (CV%) 10,82 NA 8,68 14,60
GP1 53 0,00 19,42 4,08
GP1 4,15 0,00 19,26 3,57
GP1 5,44 0,00 18,76 3,32
GP1 7,04 0,00 20,05 3,32
GP1 (Média + DP) 5,48 +£1,19 0 19,37 £ 0,53 3,57 +0,36
GP1 (CV%) 21,68 NA 2,75 10,10
Micolamina® 2,77 0,00 10,14 2,04
Micolamina® 2,77 0,00 8,85 1,02
Micolamina® 2,95 0,00 7,16 1,28
Micolamina® 2,70 0,00 9,57 1,28
Micolamina® 2,80+0,11 0 8,93+1,29 1,40 £ 0,44
(Média + DP)
Micolamina® 3,82 NA 14,48 31,49
(CV%)

Fonte: a autora.
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Figura 37 - Quantidade de CPO (média £ DP, n=4) recuperada da unha (CPO-unha) apos
experimentos MD-NP e SD-MP conduzidos com formulagdes de gel (GH1 8%), termogel (GP1
8%) e Micolamina® esmalte. Efeito significativo (p<0,0001) da poracgéo (*); significativamente
(0,0001) diferente de todas as outras formulacdes nas condi¢cdes SD-MP (a) e MD-NP (b).
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Fonte: a autora.

Mesmo ndo havendo passagem do CPO através da lamina ungueal, as formula¢des GH1
e GP1 apresentaram retencgéo significativamente diferente e maior que Micolamina® (ANOVA
com nivel de significancia estatistica fixado em p <0,05). De acordo com o teste T-student, a
retencdo de CPO a partir da formulacdo GH1 foi significativamente maior que GP1 (p <0,05).
Fato este justificado, possivelmente, pela presenca da ureia e KOH e 0,5% do HPMC na
formulacdo GH1 comparado com 20% do poloxamer e auséncia dos dois excipientes citados
acima na formulacdo GP1. Dados similares haviam sido obtidos por Thapa et al., (2016)
utilizando formulacéo ungueal contendo praticamente 0os mesmos constituintes (8% CPO, 0,5%
hidroxipropil celulose - HPC, 1% ureia, 2,5% KOH, 12,4% H20 e 75,6% de isopropanol) da
formulacdo GH1 deste trabalho.

Esses resultados sugeriram que a combinacdo da microporagdo ungueal com uma Unica
dose do produto, favorece a permeacdo do farmaco de forma mais eficiente do que multiplas
doses diarias aplicadas em unhas ndo poradas. Diante do acima exposto, as outras formulaces
de GH e GP foram avaliadas apenas em experimentos com o arranjo SD-MP (Figura 38, Tabela
28).
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Figura 38 - Quantidade de CPO (média + DP, n=4) recuperada da unha (CPO-unha), apos
experimentos SD-MP de 14 dias de duragdo conduzidos com formulacbes de gel de HPMC.
Retencao significativa (p<0,05) em comparacdo com Micolamina® (*). A mesma letra indica

grupos homogéneos (ANOVA one-way, post-hoc de Bonferroni, a < 0,05).
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Fonte: a autora.

Tabela 28 - CPO extraido da unha (CPO-unha) seguindo experimentos SD-MP. Dados

individuais de cada experimento sdo mostrados. Dados expressos em massa de farmaco/massa

de unha.

Formulacéo CPO-unha (ug/mg) Média + DP

(CPO%)
Micolamina® 8% 10,14 8,85 7,16 9,57 8,93+1,29
GH1 (8%) 28,79 24,81 25,74 23,55 25,72 £ 2,23
GH2 (16%) 31,33 34,00 30,47 32,09 31,97 +£1,50
GH3 (16%) 42,09 35,96 45,41 38,63 40,52+ 4,11
GH4 (16%) 30,41 30,88 29,53 29,00 29,96 £ 0,85
GH5 (8%) 16,71 22,17 20,64 21,00 20,13 £ 2,37
GH6 (16%) 42,62 45,14 40,96 40,96 42,42 + 1,97
GH6-E (16%) 21,41 24,06 20,81 26,09 23,09 + 2,45
GH6-G (16%) 19,63 17,16 23,09 20,73 20,15+ 2,46
GH6-GK (16%) 39,10 43,87 41,93 40,00 41,23+2,12
GH6-GL (16%) 19,18 18,29 22,75 20,01 20,06 + 1,93
GH6-GP (16%) 20,63 17,52 18,63 21,36 19,54 + 1,77

Fonte: a autora.
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A Figura 38 mostra os resultados de SD-MP conduzidos com formulagdes de gel HPMC
e com Micolamina®. A quantidade de CPO recuperada da unha (CPO-unha) foi (a) maior
quando transcutol ou propilenoglicol foram incluidos na composicéo da formulacéo, (b) maior
guando a concentracdo de CPO foi aumentada associada ao transcutol na formulacéo, (¢) menor
quando o KOH foi diminuido ou a viscosidade da formulacao foi aumentada, (d) sem alteracao
com a adicdo de acetato de etila e (e) menor para Micolamina® em compara¢do com todas as
formulacGes desenvolvidas. Trabalhos anteriores realizados por Thapa et al. (2016), relataram
maior retencdo ungueal de CPO para formulacdes contendo hidroxido de potéssio 2,5% como
agente alcalinizante, quando comparadas com formulagfes comercializadas utilizando unhas
humanas.

A comparacao entre GH6 e GH6-GK indica que a inclusdo de acetato de etila ndo teve
efeito significativo na reten¢do de CPO nas unhas. Por fim, a inclusdo de outros tensoativos e
ceras nos veiculos GH6-GL e GH6-GP levou a uma diminuicdo da quantidade de CPO retida
da unha, talvez devido ao aumento da viscosidade do veiculo. Nenhuma correlagdo foi
observada entre os estudos de IVPT e IVRT.

A Figura 39 e a Tabela 29 mostram os resultados de IVPT obtidos com as formulac6es
em termogel. Um teste ANOVA one-way post-hoc Bonferroni (p < 0,05), indicou que CPO
extraido da unha (CPO-unha) foi significativamente maior (p < 0,05), para as formulacfes de
GP do que para Micolamina® (Figura 39).

A quantidade de CPO recuperada da unha (CPO-unha) foi (a) sem alteracdo com o
aumento da concentracdo de CPO, transcutol ou adicdo de LSS na formulacdo, (b) maior
quando a concentracdo de CPO foi aumentada associada a adi¢do de KOH/ureia na formulag&o.

Finalmente, as comparacGes entre os dois veiculos com melhor desempenho de cada
polimero, GH6 e GP5, indicaram que a formulacdo gel (HPMC) resultou em uma retencéo de
CPO significativamente mais alta (p<0,05, teste t-Student): 42,42 + 1,97 pg.cm-2 versus 30,78
+ 1,83 pg.cm-2 para o gel e veiculo termogel, respectivamente.

Potencialmente, a maior viscosidade do GP5, preparado com 20% de Poloxamer®,
poderia, em parte, explicar este resultado. No entanto, diferentes publicagbes mostram que o
uso deste polimero em sistema de polipseudorotaxano soltvel em poloxamer/ciclodextrina
melhoraram a permeacdo de CPO através das unhas (CUTRIN-GOMEZ et al., 2018b, a;
CUTRIN-GOMEZ et al., 2020; NOGUEIRAS-NIETO, LUIS; BEGONA DELGADO-
CHARRO; OTERO-ESPINAR, 2013). Nenhuma correlacéo foi observada entre os resultados
de IVPT e IVRT.
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Figura 39 - Quantidade de CPO (média = DP, n=4) recuperada da unha (CPO-unha) apds a série
SD-MP realizados com formulagdes de termogel e Micolamina®. Os termogéis GP2-GP5
foram carregados com 16% da droga, enquanto Micolamina® e GP1 continham 8% de CPO.
Retencado significativa (p<0,05) em comparacdo com Micolamina® (*). A mesma letra indica

grupos homogéneos (ANOVA one-way, post-hoc de Bonferroni, a < 0,05).
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Fonte: a autora.

Tabela 29 - CPO extraido da unha (CPO-unha) seguindo experimentos SD-MP realizados com
formulacdes de termogel (GP) e Micolamina®. Dados individuais de cada experimento sdo

mostrados. Dados expressos em massa de farmaco/massa de unha.

Formulacéo CPO-unha (ug/mg) Média + DP
Micolamina® 8% 10,14 8,85 7,16 9,57 8,93+1,29
GP1 8% 19,42 19,26 20,76 20,05 19,87 + 0,68
GP2 16% 22,20 23,52 24,05 20,73 22,62 +1,48
GP3 16% 30,16 26,49 31,83 28,63 29,28 + 2,27
GP4 16% 27,11 25,09 22,46 24,36 24,75+ 1,92
GP5 16% 30,16 28,51 31,83 32,63 30,78 £1,83

Fonte: a autora.

A Figura 40 e tabela 30 mostram os resultados de IVPT obtidos a partir das formulac6es
selecionadas (GH6 e GH6-GK) para avaliacdo microbioldgica comparativa com Micolamina®.
A gquantidade de CPO extraida da unha (CPO-unha) bem como a quantidade permeada para o
liquido receptor (CPO-LR) foram trés vezes maiores para essas formulacdes de gel em relacéo
a Micolamina®. Nenhum CPO foi detectado no receptor apds 7 dias de permeacao em qualquer
caso. Apos 14 dias, CPO-LR (média = DP, n=4) foi de 4,36 + 1,38 pg/cm? para Micolamina®,
23,12 + 2,34 pg/cm? para GH6 e 22,86 + 2,84 ug/cm? para GH6-GK. O CPO permeado foi
menor (p<0,05) para Micolamina®, em comparacdo com as formulac6es desenvolvidas. CPO-

unha (media = DP, n=4) foi de 8,93 + 1,29 ug/mg para Micolamina®, 40,42 + 2,32 ug/mg para
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GH6 e 41,22 + 2,12 pg/mg para GH6-GK. O CPO na unha foi menor (p<0,05) para
Micolamina®, em comparagcdo com as formulagdes desenvolvidas (ANOVA one-way, post-
hoc de Bonferroni, a < 0,05).

Na tentativa de estimar o aparecimento de cristais do CPO ap0s exposicdo das
formulagdes (Micolamina®, GH6 e GH6-GK) em laminas de vidro, mantidas a uma
temperatura de 32 + 1°C, apesar da maior quantidade de farmaco (16%) presente em GH6 e
GH6-GK, ndo foi observada precipitacdo por até 4 horas pos-aplicacdo. Para Micolamina®, foi
observada a formacéo de um filme duro, brilhante, resistente e incolor, mas também ndo foram

visualizadas a presenca de cristais.

Figura 40 — CPO recuperado da unha (CPO-unha) e permeado para o liquido receptor (CPO-
LR) ap6s 14 dias do experimento SD-MP realizados com GH6, GH6-GK e esmalte
Micolamina® (média £ DP, n=4). As formulacdes de gel GH6 e GH6-GK continham 16% de
CPO, Micolamina® continha 8% de CPO. Retencéo significativa (p<0,05) em comparagdo com
Micolamina® (*). A mesma letra indica grupos homogéneos (ANOVA two-way, post-hoc de

Bonferroni, a < 0,05).
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Fonte: a autora.

Tabela 30 — CPO-unha e CPO-LR obtidos apds experimentos SD-MP com GH6, GH6-GK e

Micolamina® (média = DP, n=4).

Formulacéo CPO-unha (pg/mg) Média CPO-LR (ug/cm?) Médiat
+ DP DP

Micolamina® | 10,14 | 8,85 | 7,16 | 9,57 | 893+ | 6,35 | 3,17 | 3,97 | 397 | 436+
1,29 1,38

GH®6 42,62 | 37,14 | 40,96 | 40,96 | 40,42+ | 24,38 | 21,80 | 25,71 20,58 | 23,12+
2,32 2,34

GH6-GK | 39,10 | 43,87 | 41,93 | 40,00 | 41,22+ | 22,48 | 26,29 | 23,29 | 19,39 | 22,86 +
2,12 2,84

Fonte: a autora.
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5.7.1 Avaliacao microscdpica das amostras de unha humana

A figura abaixo mostra um corte transversal representativo de uma unha que foi hidratada
e lixada apenas (Figura 41a) e de uma unha apos hidratacéo, lixamento e microporacédo (Figura
41b). Quando os poros foram encontrados, sua profundidade foi sempre menor que a espessura
total da placa. Como exemplo, na microscopia mostrada na Figura 41 a espessura total da unha
foi de 259,7 um e a profundidade dos poros foi de 143,1 um, demonstrando que o procedimento

de microporacao ndo criou canais que ultrapassam a espessura total da unha.

Figura 41 — Avaliacdo microscépica da unha ndo porada (NP) (a) e da unha microporada (MP)

(b).

(@) Unha ndo porada (NP) (b) Unha microporada (MP)

Corroborando nossas observacdes, de acordo com Chiu et al. (2015), embora seja
improvavel que uma matriz de microagulhas possa penetrar completamente através da unha,
podem ser criadas fissuras nas quais formulacdes podem ser depositadas. No estudo acima
citado, foi utilizado o Dermarroler, aparato diferente deste utilizado no nosso estudo que foi o
Hydra.needle™,

5.8 AVALIACAO ANTIFUNGICA IN VITRO DAS FORMULACOES

O método proposto por Sleven et al. (2015) e adaptado, foi barato e rapido e, portanto,
uma ferramenta atil para comparar formulagdes antifungicas. Os resultados sdo mostrados na
Figura 42 e na Tabela 31. Com base em uma ANOVA two-way post-hoc Bonferroni (p < 0,05),
a porcentagem de inibicdo da atividade de T. rubrum observada com unhas microporadas para
formulacGes de gel foi estatisticamente significativamente maior do que o determinado para
unhas ndo poradas. No entanto, a microporagdo ndo modificou o efeito inibitdrio causado pela
Micolamina® (ANOVA one-way, post-hoc Bonferroni, p < 0,05). Os resultados do teste de
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microbiologia foram, portanto, consistentes com os resultados do IVPT (Tabela 27) e
demonstraram o potencial da microporacdo para melhorar as terapias antifingicas ungueais.
Em trabalho anterior (FLORES et al., 2018), o impacto da microporacdo na liberacdo de
tioconazol foi muito menor do que observado aqui para CPO, embora tenham sido testadas
diferentes formulacGes e dispositivo de microporacdo. Segundo Flores et al. (2018), o
dispositivo de microporagdo com rolo utilizado, produziu trincas longitudinais limitadas em
profundidade e sugeriam que um angulo mais perpendicular entre agulha e unha seria preferivel
para por¢Ges mais profundas. Isso é consistente com os resultados aqui relatados e indica a
importancia do desenvolvimento de dispositivos de microporacao especificos para aplicacdes
em unhas.

Por fim, os resultados corroboram a necessidade do desenvolvimento de formulacGes
especificas para aplicacdo em unhas microporadas. Hipoteticamente, é possivel que as
formulacGes de gel fluam melhor pelos poros criados do que o esmalte e, portanto,
disponibilizem mais farmaco no local desejado. Finalmente, a seguranca do procedimento de

microporacdo e sua eficacia em aplicacdes clinicas precisam ser avaliadas.

Figura 42 - Média (x DP, n=4) do percentual de inibicdo da atividade de T. rubrum apés IVPTs
com géis (GH6 e GH6 GK 16%) e formulacdes de Micolamina® de unhas com e sem poros.

Efeito significativo (p<0,05) da poracgéo (*). A mesma letra indica grupos homogéneos.
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Tabela 31- Porcentagem de inibicdo da atividade de T. rubrum observada com formulacGes de

gel e com Micolamina® usando unhas ndo porodas e microporadas.

Replicata GH®6 GH6-GK Micolamina®
Néo Microporada Nao Microporada Né&o Microporada
porada porada porada
1 26,92 30,77 20,51 30,26 14,10 15,13
2 25,38 33,33 22,05 32,05 14,87 14,87
3 22,82 35,90 17,44 33,33 14,10 14,10
4 21,45 32,45 18,02 32,00 15,93 15,00
Média 24,14 + 33,11+ 19,51 + 31,91+ 14,75 + 14,78 +
DP 2,47 2,14 2,16 1,26 0,87 0,46

Fonte: a autora.

A Micolamina® foi utilizada para fins de comparacéo neste trabalho. Conforme a bula
deste produto (THERASKIN®, 2020), foram realizados cinco estudos clinicos que avaliaram
sua eficacia, seja por cura micoldgica, aumento da area ungueal ndo afetada ou reducédo da area
afetada da unha. No entanto, para comparacao direta com 0s nossos resultados, dados de IVRT,
IVPT e avaliacdo microbioldgica in vitro do produto de referéncia comercializado no Brasil
ndo foram encontrados. Diante disto, os resultados semelhante ou superior de algumas das
formulagdes aqui desenvolvidas comparadas com a Micolamina® sdo bastante encorajadores e

justificam pesquisas adicionais.
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6 CONCLUSAO

eCom base na revisdo sistematica realizada, foi possivel evidenciar que todas as
formulacGes desenvolvidas descritas nos artigos, apresentam maior retencdo na unha e/ou
permeiam através da unha em maior quantidade quando comparado com a formulacédo
referéncia, respondendo de forma positiva a pergunta norteadora proposta inicialmente na
reviséo.

¢ Apos a investigacdo da solubilidade do CPO em diversos solventes, algumas misturas
binarias e terciarias foram selecionadas, a fim de formular preparagdes geleificadas contendo
agua, uma vez que a ldamina ungueal é de natureza hidrofilica, utilizando os polimeros HPMC
e Poloxamer®. Além disso, também com base na solubilidade, foi possivel incorporar nas
formulacbes teste 16% de CPO, o dobro da concentracdo encontrada nas formulacdes
comerciais e nos produtos desenvolvidos descrito na literatura consultada.

O método analitico direto (sem a necessidade de derivatizacdo) desenvolvido para
quantificacdo do farmaco por cromatografia liquida de alta eficiéncia se mostrou adequado e
capaz de produzir resultados confiaveis.

¢ A avaliacdo da morfologia da unha diante de diferentes processos de tratamento foi
avaliada com auxilio de microscépio Optico, que de forma simples mostrou a uniformidade da
superficie da ldmina ungueal apo6s lixamento e a formacdo de fissuras sem perfuracdo apos a
microporagdo com microagulhas.

e Por fim, as novas formulacgdes propostas (carregadas com 8 ou 16% de CPO) liberam o
farmaco de forma mais eficiente do que o esmalte comercial (Micolamina®) através de unhas
humanas microporadas e ndo poradas. O método fisico (microporacdo com Hydra.needle™)
utilizado neste estudo foi simples e melhorou o desempenho das formulagdes tanto nos estudos
de permeag&o quanto no teste microbioldgico. E necessario realizar mais pesquisas sobre essas

formulacGes e abordagens de aprimoramento.
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Universidade Federal de Pernambuco
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Niicleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Melhorando o desempenho de tratamentos
topicos para doencas das unhas: visando a onicomicose, uma necessidade médica nao atendida, que estda sob a
responsabilidade da pesquisadora Dra. Leila Bastos Leal, residente na Avenida Boa Viagem, 5822/1201, Recife/ PE, CEP: 51011-

000 — Fone: (81) 994516044 e-mail: leila.leal@nudfac.com.br.

Também participam desta pesquisa os pesquisadores:Juliana Kishishita, Asley Thalia Medeiros Souza, Maria Alice
Maciel Tabosa, Elayne Karine Souto de Melo, Julia Celly de Morais Carvalho. Respectivos telefones para contato: (81)99764-

6594/ 99134-6373/ 99977-4774/ 99795-6781. Estao sob a orientacdo de Leila Bastos Leal.

Todas as suas duvidas podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizagao 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.

Vocé estara livre para decidir participar ou recusar-se. Caso nao aceite participar, nao havera nenhum problema, desistir é
um direito seu, bem como sera possivel retirar o consentimento em qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade.

INFORMA COES SOBRE A PESQUISA:
Descricao da pesquisa:

As infecgdes fingicas das unhas (onicomicoses) sao doencas comuns. Infelizmente, ela € bastante dificil de tratar: os tratamentos

locais tém baixa eficiéncia porque os medicamentos penetram mal na unha. As alternativas sdo tratamentos sistémicos

(medicamentos ingeridos por via oral), que expdem todo o corpo ao medicamento, o que resulta em efeitos adversos frequentes.
Nossa equipe de pesquisa esta procurando novas formas farmacéuticas/medicamentos e diferentes formas de aplicacao

destes medicamento nas unhas.

Nossa hipotese é que a formulagdo racional resultara em uma grande melhoria na passagem dos farmacos através das
unhas, possibilitando o desenvolvimento de medicamentos baratos para o tratamento eficiente das onicomicoses, evitando

complicacdes do uso de medicamentos orais.
Os objetivos especificos sao:
Desenvolver uma série de formulagoes de modo a:
1- garantir a solubilidade e estabilidade do ativo;
2- reter o suficiente na unha apés aplicacdo para facilitar a difusdo do farmaco;
3-  desenvolver novos medicamentos para tratar doenc¢as nas unhas.

Para fazer essas pesquisas, PRECISAMOS DE UNHAS HUMANAS pois, unhas de animais como boi ou porco, sdao

diferentes das unhas humanas em sua estrutura e composigao.

Essa € a razao para executar este corte e coleta de unhas. Para tanto, precisamos que participantes saudaveis doem as
pontas das unhas (comprimento de 8 a 10 mm) para nossa pesquisa, para que possamos usar as unhas para fazermos experimentos

que estudam a penetracao de medicamentos antifiingicos.

Os participantes devem estar saudaveis e suas unhas nao devem apresentar nenhuma doenca, fragilidade, infec¢ao ou

descoloragao. Isso ¢ importante porque unhas doentes e saudaveis podem se comportar de maneira diferente.

A pesquisadora principal é professora das disciplinas de Biofarmacotécnica e Montagem de Farmacia Magistral, ambas
do curso de graduagdo em Farmacia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Desta forma, para evitar conflitos de

interesses, os estudantes de graduacdo em farmacia, matriculados nestas disciplinas sao excluidos deste estudo.

» Esclarecimento do periodo de participacao do voluntario na pesquisa, inicio, término e niimero de visitas para a

pesquisa.

Cabe a vocé decidir se deve ou nao participar deste estudo. Se vocé concordar em participar, o procedimento sera da seguinte

maneira:
1-Vocé recebera uma copia desta folha de informagdes para guardar;

2-Havera um tempo (de 1 dia no minimo a 2-3 meses) durante o qual vocé deixara as unhas crescerem. Observe que vocé
pode escolher quantas (1 a 10) unhas, em qual mao e quais unhas vocé prefere deixar crescer. Durante todo esse tempo, vocé pode
mudar de ideia sobre sua participa¢ao; vocé ainda pode retirar-se em qualquer momento da pesquisa sem apresentar um motivo;

3- Quando a borda livre das unhas atingirem o comprimento certo (8-10mm), e se vocé ainda quiser doa-las para a nossa
pesquisa, entre em contato com a equipe de pesquisa. Vocé sera solicitado a vir ao nosso laboratério NUDFAC/ Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas) na Universidade Federal de Pernambuco e vocé recebera um formulario de consentimento para assinar.

Apos o consentimento informado, o pesquisador cortard a borda livre das unhas com uma tesoura de manicure padrao.

4- Suas unhas cortadas serdo anénimas e identificadas com um cédigo: Sujeito 1 / unha 1, Sujeito 1 /unha 2 e assim por
diante. O pesquisador registrard a data da doacdo, seu nome, idade e sexo, o dedo e a mao de onde cada unha foi colhida e o uso
de cosméticos (se relevante). Toda essa informagao sera mantida separadamente das unhas, para que ndo seja possivel identificar o

doador de cada amostra. O pesquisador mantera essas informagdes com seguranga.

5-Depois que a coleta de unhas estiver concluida, vocé podera deixar o laboratério e sua participacdo sera considerada

finalizada.
6-Vocé pode, se desejar, participar mais de uma vez do estudo.
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» RISCOS diretos para o vohmtéario (prejuizo, desconforto, constrangimento, lesdes que podem ser provocados pela pesquisa)
informando as formas de amenizar os riscos bem como indenizacao, ressarcimento de despesas em caso de dano.

Nao ha efeitos colaterais ou riscos esperados de sua participacao neste estudo, além daqueles associados ao corte de unhas.
Algumas pessoas podem achar pouco pratico ou desagradavel ter unhas compridas. Vocé pode se sentir inconveniente de ter
unhas muito curtas logo apos o corte das mesmas.

> BENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios.

Nao hé beneficio direto para vocé como resultado de sua participagao. Este ¢ um estudo preliminar que, com sorte, nos
ajudara a desenvolver maneiras/medicamentos mais eficazes de tratar infec¢des por fungos nas unhas. Desta forma, existe um
beneficio potencial para o publico em geral no futuro, especialmente para aqueles que sofrem de infecgdes de unha causadas por
fungos, caso as novas abordagens e aprimoramento de formulagao demonstrarem melhorar a penetragao do medicamento na unha.

Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em eventos ou publicagdes
cientificas, nao havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre
a sua participagdo. Os dados coletados nesta pesquisa (informagdes pessoais: nomes e codigos dos participantes), ficardao
armazenados em computador do Nucleo de Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético (NUDFAC)/ UFPE e apenas os
pesquisadores terdo acesso a essas informacdes, sob a responsabilidade da prof. Leila Bastos Leal, no endereco Av. Prof. Arthur
de Sa S/N, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/ UFPE CEP 50740-520, pelo periodo de minimo 5 anos.

Mesmo a aceita¢do sendo voluntaria, sera realizado um pagamento de R$ 10,00 por unha na forma de ressarcimento, ou
seja, uma compensacdo material dos gastos decorrentes da participacdo na pesquisa, sejam despesas dos participantes e seus
acompanhantes entre elas passagem e alimentagao, conforme descrito na Resolugao N°510, de 07 de abril de 2016. Fica também
garantida a indenizacao em casos de danos, comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisao 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 enderego: (Avenida da Engenharia s/m — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria,
Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)
Eu, , CPE , abaixo assinado, apos a leitura (ou a escuta da
leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador
responsavel, concordo em participar do estudo Coleta e corte de unhas para estudo ex vivo, como voluntario (a). Fui
devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacao. Foi-me garantido que posso retirar o meu consentimento
a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data

] o Impressao
Assinatura do participante: digital

(opcional)

Presenciamos a solicitacao de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa

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

Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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ANEXO A - PARACER CONSUBSTANCIADO DO CEP (CAAE)

UFPE - UNIVERSIDADE

.| CEP ﬁ FEDERAL DE PERNAMBUCO - Ol%c,.qporm
%*.3 }'—' . CAMPUS RECIFE - %
UFPE UFPE/RECIFE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Melhorando o desempenho de tratamentos tépicos para doengas das unhas: visando a
onicomicose, uma necessidade médica nao atendida.

Pesquisador: LEILA BASTOS LEAL

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 27554719.1.0000.5208

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Academy of Medical Science

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.824.438

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de pesquisa a ser realizado pela Profa. Dra. Leila Bastos Leal, pesquisadora
responsavel, e conta com as pesquisadoras: Juliana Kishishita, Asley Thalia Medeiros Souza, Elayne Karine
Souto de Melo, Maria Alice Maciel Tabosa e Julia Celly. O projeto sera realizado no Nucleo de
Desenvolvimento Farmacéutico e Cosmético do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE em
parceria com a Universidade Bath/UK.

Objetivo da Pesquisa:
Desenvolver e avaliar a permeagédo ex vivo através das unhas de formulagdes contendo antifingicos ndo
patenteados para tratamento de onicomicoses.

- Desenvolver formulages que garantam a solubilidade e a estabilidade do ativo; que sejam retidas na placa
ungueal apdés a aplicagao por tempo suficiente para facilitar a difusdo de FA e que, uma vez aplicado na
placa ungueal, devem proporcionar liberagdo sustentada dos ativos e atividade termodinamica adequada
para garantir liberagdo do farmaco na placa ungueal.

-Cortar e coletar unhas de participantes sadios para serem utilizadas em estudos ex vivo.

- Avaliar a permeacéao ex vivo através das unhas das formulagées desenvolvidas utilizando células de Franz
com adaptador de unhas PermeGear;

-Melhorar os métodos atuais e desenvolver novos métodos que permitam avaliar e predizer o

Endereco: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do Centro de Ciéncias da Saude

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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