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Resumo: FUNDAMENTOS: As dermatofitoses apresentam alta prevaléncia na populagio em geral e, principalmente, em pacientes
com insuficiéncia renal cronica, necessitando tratamento com antifiingicos topicos e/ou sistémicos, cuja eficicia precisa ser ava-
liada. Estudos in vitro para avaliar a acio de antifiingicos sdo raros, especialmente, em fungos filamentosos.

OgJeTIVO: Avaliar o perfil de suscetibilidade de diferentes espécies de dermatofitos, isolados de pacientes com insuficiéncia renal
cronica, em relacao a nove antifingicos disponiveis comercialmente para o tratamento de dermatofitoses.

Mgropo: Analisaram-se 26 isolados de dermatdfitos de pacientes com insuficiéncia renal cronica em relagio a nove antifingicos (ceto-
conazol, ciclopirox olamina, fluconazol, griseofulvina, itraconazol, miconazol, piroctona olamina, terbinafina e tioconazol) pelo método
de microdiluicio em caldo proposto pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com modificagoes para dermatdfitos.
ResuLtapos: Entre os antifingicos testados, a terbinafina e o tioconazol obtiveram os melhores resultados de sensibilidade e o
fluconazol apresentou baixa atividade, especialmente para as amostras da espécie M. gypseum. O ciclopirox olamina, apesar de
menos eficaz que a terbinafina, também mostrou resultados satisfatorios.

ConcLusOes: De modo geral, o perfil de sensibilidade dos antimicéticos testados seguiu o padrio de resultados mostrados por
estudos anteriores, ratificando a necessidade de conhecimento da espécie causadora de dermatofitose, devido a variacao do per-
fil de suscetibilidade entre as espécies. Além disso, nossos resultados demonstram a importincia da realizacao de ensaios de
sensibilidade in vitro, pois alguns isolados da mesma espécie apresentaram diferente perfil de sensibilidade.

Palavras-chave: Antimicoticos; Arthrodermataceae; Insuficiéncia renal cronica; Micoses

Abstract: BACKGROUND: The prevalence of dermatophytosis in the general population is high, particularly in patients with chro-
nic renal failure. Treatment requires the use of topical and/or systemic antifungal drugs. The efficacy of antifungal agents for
the treatment of dermatophytosis has yet to be evaluated. Studies evaluating the in vitro activity of antifungal agents are rare,
particularly in filamentous fungi.

OpJecTivE: To evaluate the susceptibility profile of different species of dermatophytes isolated from patients with chronic renal
failure to nine antifungal drugs available on the market for the treatment of dermatophytosis.

METHODS: Twenty-six isolates of dermatophytes obtained from patients with chronic renal failure were analyzed with respect to
their susceptibility to nine antifungal agents (ketoconazole, ciclopirox olamine, fluconazole, griseofulvin, itraconazole, micona-
zole, piroctone olamine, terbinafine and tioconazole), using the broth microdilution method proposed by the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) and adapted for dermatophytes.

Resurrs:  Of the antifungal agents tested, the best results in terms of sensitivity were found with terbinafine and tioconazole,
while the antifungal activity of fluconazole was found to be weak, particularly against strains of M. gypseum. Ciclopirox olami-
ne, although less effective than terbinafine, also yielded satisfactory results.

ConcLusions: In general, the sensitivity profile of the antifungal agents tested in this study was similar to results obtained in pre-
vious studies, confirming the need to determine which species is causing the dermatophytosis given that antifungal susceptibi-
lity varies from one species to another. Furthermore, the present findings show the importance of conducting in vitro sensiti-
vity tests, since the sensitivity profile may differ among isolates of the same species.
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INTRODUCAO

Dermatoéfitos sio um grupo de fungos estreita-
mente relacionados, capazes de invadir tecidos quera-
tinizados como pele, cabelo, pelo e unha, causando
infeccoes denominadas dermatofitoses.’ Estudos epi-
demioldgicos indicam que essa patologia esta entre as
mais prevalentes no mundo, sendo considerada a
segunda doenca de pele mais frequente na populacao
adulta.” Estima-se que 10-15% da populacio humana
poderao ser acometidos por esses micro-organismos
no decorrer de sua vida.**

Mais de 30 espécies de dermatofitos sao conhe-
cidas, mas a maioria esta taxonomicamente classifica-
da em trés géneros anamorficos: Trichophyton,
Microsporum e Epidermophyton, sendo que as espé-
cies mais frequentemente relatadas como causadoras
de infeccao em humanos sao Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis,
Trichophyton tonsurans e Epidermophyton flocco-
sum, as quais apresentam distribuicao geografica bas-
tante variavel, dependendo das condicbes socioeco-
ndmicas, higiénicas e ambientais da popula¢io.*

Entre os fatores de risco associados com a der-
matofitose incluem-se: aumento da idade, imunossu-
pressao, historico familiar para Diabetes mellitus,
doenca vascular periférica, distarbios relacionados
com a pele, como hiperidrose e psoriase, uso de cal-
¢ados apertados e traumas nas unhas.” Estudos tém
mostrado que pacientes com insuficiéncia renal croni-
ca sio mais suscetiveis a dermatofitoses, principal-
mente, onicomicose, a qual é a segunda desordem
mais encontradica em pacientes em hemodiilise,
apresentando uma prevaléncia que varia entre 6,2% e
69,8%.” A onicomicose é uma das condi¢bes derma-
tolégicas com maior dificuldade de tratamento e,
segundo alguns autores, o fracasso terapéutico oscila
entre 20% e 50%."""

A escolha do tratamento adequado é determi-
nada pelo local e pela extensao da infeccao, pela espé-
cie envolvida, bem como pela eficacia, perfil de segu-
ranga e cinética dos medicamentos disponiveis. A
terapia com agentes de uso toépico pode ser realizada
com antimicOticos imidazdlicos, como tioconazol e
miconazol, ou com griseofulvina, a qual pode apre-
sentar sucesso terapéutico em 75% dos casos."
Estudos indicam que a aplicagao tépica de ciclopirox
olamina pode ser um tratamento alternativo para
infeccoes fungicas superficiais, particularmente,
quando em combinacio com outros antiflingicos,
como amorolfina, dcido salicilico e cetoconazol.”"” A
terapia oral com agentes antifingicos como terbinafi-
na, itraconazol, cetoconazol e fluconazol é o trata-
mento de escolha para dermatofitoses que nao res-
pondem 2s terapias com firmacos de uso tépico."

O espectro de atividade desses antifiingicos ¢é
variavel, podendo levar a falha no tratamento, possi-
velmente, devido a baixa adesao dos pacientes, falta
de penetracio do firmaco, biodisponibilidade do
medicamento, interacoes medicamentosas ou resis-
téncia."” A andlise én vitro da atividade antiftingica des-
ses agentes permite a comparacio entre diferentes
antifngicos, podendo vir a auxiliar na escolha de
uma terapia eficaz para os pacientes acometidos por
essas infeccoes. Assim sendo, o objetivo deste traba-
lho foi avaliar o perfil de suscetibilidade de diferentes
espécies de dermatofitos, isolados de pacientes com
insuficiéncia renal cronica, em relacao a nove antifin-
gicos disponiveis comercialmente para o tratamento
de dermatofitoses.

MATERIAIS E METODOS
Micro-organismos

Foram utilizados 26 isolados clinicos de derma-
tofitos (quatro Microsporum canis, sete Microsporum
gypseum, quatro Trichophyton interdigitale, oito
Trichophyton mentagrophytes e trés Trichophyton
rubrum) oriundos de pacientes com insuficiéncia
renal cronica do Ambulatério de Dermatologia do
Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre, sub-
metidos a exame micolégico direto e cultural. Apds a
identificacao das espécies, as culturas foram mantidas
em agar Sabouraud-dextrose (Difco, Detroit, MI,
EUA), imersas em 6leo mineral (Unido Quimica, Sao
Paulo, Brasil) a temperatura ambiente.

Atividade antifangica in vitro

O ensaio de sensibilidade a antifangicos foi
desenvolvido segundo a técnica de microdilui¢ao em
caldo, por meio do protocolo M38-A do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), modificado
para dermatéfitos.”® Utilizaram-se nove antifingicos
disponiveis comercialmente para o tratamento de der-
matofitoses: cetoconazol (Quimica Farmacéutica,
Bayer, Barcelona, Espanha), ciclopirox olamina
(Aventis, Dermik Laboratories, Berwyn, PA, EUA), flu-
conazol (Sigma, St. Louis, MO, EUA), griseofulvina
(Shering-Ploug, Rio de Janeiro, Brasil), itraconazol
(Jansen-Cilag, Sao Paulo, Brasil), miconazol (Jansen-
Cilag, Sao Paulo, Brasil), piroctona olamina (Iffect
Chemphar, China), terbinafina (Novartis Research
Institute, Viena, Austria ) e tioconazol (Pfizer Inc.,
Nova York, NY, EUA).

A solucao-estoque dos antifiingicos foi prepara-
da em dimetilsulféxido (DMSO; Vetec, Brasil) e, pos-
teriormente, realizaram-se diluicdes no meio RPMI
1640 (Sigma, St. Louis, MO, EUA) tamponado a pH 7,0
com 165mM de icido morfolinopropanosulfénico
(MOPS; Sigma), para obter concentragcoes de 0,25-
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128ug/ml para fluconazol e de 0,03-16ug/ml para os
demais antifiingicos.

Os isolados clinicos foram repicados em agar
batata-dextrose (Difco, Detroit, MI, EUA), acrescidos
de 2% de farinha de arroz (Maninho, Brasil) e manti-
dos a 28°C por sete dias. A suspensao de esporos de
cada cultura foi preparada em solugao salina 0,89% e
ajustada  em  espectrofotometro (Spectrum
Instruments Co., Xangai, China) até atingir densidade
celular com transmitincia de 80-82% a 530nm. O in6-
culo foi diluido na proporciao 1:50 em caldo RPMI-
MOPS.

O ensaio foi realizado em placas estéreis de 96
pocos com fundo em U, onde foram adicionados
100ul de cada concentracao do antifingico a ser testa-
do. Posteriormente, inocularam-se aliquotas de 100ul
da dilui¢ao 1:50 do in6culo em cada um dos pogos. A
concentracao final de micro-organismos atingida foi
de 5x10° a 5x10* UFC/ml. Incluiram-se nesses ensaios
um controle livre de antifangico (controle de cresci-
mento) e um controle livre de micro-organismo (con-
trole de esterilidade). As placas foram incubadas a
28°C por trés dias. As cepas C. parapsilosis American
Type Culture Collection (ATCC) 22019 e C. krusei
ATCC 6258 foram utilizadas como controles da meto-
dologia.

A determinagio da concentragio inibitéria
minima (CIM) foi realizada visualmente por compara-
¢ao com o crescimento do controle livre de farmaco.
A CIM foi definida como a menor concentragao de far-
maco capaz de inibir totalmente o crescimento fangi-
co para itraconazol e terbinafina e 80% do crescimen-
to para os demais antifingicos.”” Todos os experi-
mentos foram realizados em triplicata.

Ap6s a leitura da CIM, determinou-se a concen-
tragio fungicida minima (CFM). Uma aliquota de
100ul dos pocos em que nao se observou crescimen-
to foi transferida para tubos de ensaio contendo 2ml
de caldo Sabouraud-dextrose (Difco, Detroit, MI,
EUA). Incluiram-se no teste um controle positivo (con-
trole de crescimento) e um controle negativo (contro-
le de esterilidade). Os tubos foram incubados por sete
dias a 28°C e o crescimento foi visualmente observa-
do. Designou-se como CFM a concentragao minima
em que nio ocorreu crescimento fangico.” Esses
ensaios foram realizados em duplicata.

RESULTADOS

O perfil de sensibilidade in vitro de nove anti-
flingicos comercialmente disponiveis em relacio a
diferentes espécies de dermatéfitos isolados de
pacientes com insuficiéncia renal cronica foi avaliado
segundo o ensaio de microdilui¢io em caldo. De acor-
do com a tabela 1, entre os antifiingicos azolicos, os
melhores resultados para os valores de CIM referem-
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se ao tioconazol, miconazol, itraconazol e cetocona-
zol. Entre eles, o tioconazol mostrou resultados bas-
tante relevantes, visto que apresentou a menor média
geométrica. O fluconazol, por sua vez, apresentou
baixa atividade para todas as espécies, com excec¢io de
T rubrum, sendo que os valores de CIM foram eleva-
dos especialmente para as amostras da espécie M.
gypseum (Grafico 1). Quanto aos antimicoticos nao
azolicos testados, a terbinafina mostrou-se o agente
mais eficaz, seguida do ciclopirox olamina.

DISCUSSAO

Infecgoes causadas por dermatéfitos sao, prova-
velmente, as doencas fungicas cutineas mais comuns
em seres humanos e animais." Nas dltimas décadas,
tem aumentado o nimero de agentes antifiingicos uti-
lizados na pratica clinica para o tratamento das derma-
tofitoses.” No entanto, nem todas as espécies tém o
mesmo padrio de suscetibilidade e ha evidéncias de
que os dermatéfitos tenham adquirido resisténcia a
determinados antimicéticos.'

Embora os pontos de corte para determinar a
resisténcia desses fungos aos diferentes antifingicos
nao sejam conhecidos com precisiao, consideraram-se,
neste estudo, os parimetros estabelecidos pelo docu-
mento M38-A do CLSI para fungos filamentosos, o
qual considera como resisténcia CIM = 64ug/ml para
fluconazol e CIM = 8ug/ml para itraconazol e cetoco-
nazol."

Fluconazol mostrou a menor atividade entre
todos os antifingicos avaliados (Grafico 1), estando
de acordo com outros estudos.”** Além disso, 86%
dos isolados de M. gypseum, 50% de T. mentagrophy-
tes e 25% de T interdigitale apresentaram resisténcia
ao fluconazol, o que corrobora o estudo de Da Silva
Barros ¢ Hamdan (2005).”

No entanto, T rubrum, a espécie mais frequen-
te causadora de onicomicoses com altos indices de
recidivas, foi mais sensivel ao fluconazol do que as
outras espécies avaliadas . Os resultados da presente
pesquisa concordam com os de outros autores que
demonstraram que a suscetibilidade de fluconazol
varia muito entre as espécies (Tabela 1).'""*

Entre os antifingicos de uso tépico ciclopirox
olamina, miconazol, piroctona olamina e tioconazol,
os melhores resultados referem-se ao tioconazol, o
qual apresentou as menores médias geométricas de
CIM e CFM para as espécies M. gypseum, T interdigi-
tale e T rubrum (Griaficos 2, 3 e 4). Esses resultados
demonstram que o efeito fungicida do tioconazol é
maior que o do miconazol, conforme cita o estudo de
Sobue e Sekiguchi (2004).” As médias geométricas da
CFM do cetoconazol, fluconazol e itraconazol ratifi-
cam a necessidade de elevadas concentracoes desses
medicamentos para obten¢ao do efeito fungistatico,
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GRAFICO 1: Perfil de sensibilidade de dermatéfitos em relacao a flu-
conazol, com base na média geométrica da Concentracdo Inibit6ria
Minima (CIM) e da Concentragiao Fungicida Minima (CFM)

conforme se fundamenta o mecanismo dos azdlicos.*
Além disso, os resultados deste estudo mostram a pro-
blematica de tratar pacientes imunocomprometidos
com essa classe de antifingicos, pois foram obtidos
53,8% de resisténcia para cetoconazol, 100% para flu-
conazol e 42,3% para itraconazol.

Quanto aos demais antifiingicos, nio é possivel
determinar a taxa de resisténcia, pois a padronizacao
da faixa de valores que corresponderiam a sensibilida-
de ou a resisténcia ainda nao foi estabelecida.
Entretanto, é possivel observar que, entre os antifin-
gicos nao azolicos, a terbinafina mostrou-se o mais efi-
caz agente antimicético (Grafico 5), resultado seme-
lhante ao do estudo descrito por Favre et al.”' O ciclo-
pirox olamina, apesar de menos potente que a terbi-
nafina, apresentou melhores resultados de CIM e CFM
em comparacio com a griseofulvina e a piroctona ola-
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GRAFICO 2: Perfil de sensibilidade de M. gypseum em relacao aos

antifingicos cetoconazol, ciclopirox olamina, griseofulvina, itra-
conazol, miconazol, piroctona olamina, terbinafina e tioconazol
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GRAFICO 3: Perfil de sensibilidade de T' rubrum em relacio aos
antifingicos cetoconazol, ciclopirox olamina, griseofulvina, itra-
conazol, miconazol, piroctona olamina, terbinafina e tioconazol

mina para todas as espécies (Grafico 5).*

De modo geral, os antifingicos mais eficazes
foram tioconazol para M. gypseum e T rubrum
(Graficos 2 e 3) e terbinafina para as demais espécies
(Grificos 4 e 06), inclusive para a M. canis (Grafico 7),
a qual, de acordo com os estudos de Clayton e Hay
(1994), apresenta baixa sensibilidade aos antifingicos
azOlicos.” No entanto, observa-se que o perfil de sen-
sibilidade de alguns isolados dentro da mesma espé-
cie é variado (Grafico 8). Essa questao reforca a impor-
tancia de realizar analise de sensibilidade em, pelo
menos, todas as culturas flingicas obtidas de pacientes
com micoses superficiais associadas a falha terapéuti-
ca e, por sua gravidade, em todos os casos de micoses
sistémicas."

Assim, sabendo-se que as infeccoes fiingicas
tém natureza progressiva e podem apresentar estagios
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GRAFICO 4: Perfil de sensibilidade de T interdigitale em relagao aos
antifingicos cetoconazol, ciclopirox olamina, griseofulvina, itra-
conazol, miconazol, piroctona olamina, terbinafina e tioconazol
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GRAFICO 5: Perfil de sensibilidade de dermatéfitos isolados de
pacientes com insuficiéncia renal cronica em rela¢ao aos antifingi-
cos cetoconazol, ciclopirox olamina, griseofulvina, itraconazol,
miconazol, piroctona olamina, terbinafina e tioconazol

potencialmente graves em pacientes imunodeprimi-
dos, a identificacio da espécie causadora da infeccao
em pacientes com dermatofitose é fundamental para a
escolha do tratamento ideal, visto que a sensibilidade
a um mesmo antimic6tico varia entre as espécies.® Em
pacientes com insuficiéncia renal cronica submetidos
a hemodiilise, a preocupagao com o tipo de terapia e
a indicacao de um medicamento eficaz ¢ ainda maior,
dada a elevada prevaléncia de dermatofitoses que
esses pacientes apresentam, seguida da alta taxa de
fracasso terapéutico.”

A terapia oral com agentes antifingicos como
terbinafina, itraconazol, cetoconazol e fluconazol é o
tratamento de escolha para dermatofitoses que nao
respondem 2s terapias com firmacos de uso tépico."
Entretanto, o uso dessas medicagoes pode causar efei-
tos indesejaveis ao paciente: a terbinafina, apesar de
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GRAFICO 6: Perfil de sensibilidade de T mentagrophytes em relacao
aos antifingicos cetoconazol, ciclopirox olamina, griseofulvina,
itraconazol, miconazol, piroctona olamina, terbinafina e tioconazol
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GRAFICO 7: Perfil de sensibilidade de M. canis em relacao aos
antifingicos cetoconazol, ciclopirox olamina, griseofulvina, itra-
conazol, miconazol, piroctona olamina, terbinafina e tioconazol

apresentar baixa toxicidade, pode causar efeitos
secunddrios gastrointestinais e cutineos;” ja o uso de
azois apresenta desvantagens, como hepatotoxicidade
e metabolizacao hepaitica via citocromo P450 (CYP), o
que influi no metabolismo de outros medicamen-
tos.”*** Tais desvantagens para pacientes com insufi-
ciéncia renal crénica tendem a ser muito comprome-
tedoras em virtude da deficiéncia da fungao renal des-
ses individuos.

Dessa forma, considerando-se a variacio do
perfil de atividade das diferentes espécies de dermat6-
fitos em relagao aos antifingicos avaliados, torna-se
imprescindivel a identificacao, em nivel de espécie, do
agente causador da infecgao para a elaboragio de um
plano de tratamento adequado. Essa preocupacao
deve ser ainda maior em pacientes imunocomprome-
tidos, visto que isolados de uma mesma espécie
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GRAFICO 8: Perfil de sensibilidade dos isolados de M. gypseum em rela-
¢ao aos antifiingicos cetoconazol, ciclopirox olamina, griseofulvina,
itraconazol, miconazol, piroctona olamina, terbinafina e tioconazol
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podem apresentar suscetibilidades distintas a um
mesmo antimicético. Para esses pacientes, em espe-
cial, a avaliagao in vitro da atividade antifingica dos
medicamentos corriqueiramente indicados para trata-
mento de dermatofitoses pode ser uma forma de auxi-
lio para a indicacao do tipo de terapia e do firmaco
mais adequado, jia que os resultados desses ensaios
podem prever a resisténcia ou a possivel sensibilidade
do micro-organismo.

No entanto, ainda ha poucos relatos da correla-
cao entre a atividade antimicrobiana in vitro e in vivo,
visto que a resposta a terapéutica antimicrobiana in
vivo pode ser afetada por diversos fatores do hospe-
deiro, pelo local e pela natureza da infec¢io, bem
como pela farmacocinética do antimicrobiano, pela
ligagao as proteinas e pela penetracio nas areas de
infeccao. Em certos casos, as diferengas também sao

An Bras Dermatol. 2011;86(4):694-701.

causadas por variaveis relacionadas metodologica-
mente nos testes de suscetibilidade in vitro.”** Dessa
forma, deve-se salientar que o sucesso terapéutico
previsto in vitro pode nio ocorrer in vivo.

CONCLUSAO

De modo geral, o perfil de sensibilidade dos
antimicéticos testados seguiu o padrao de resultados
mostrados por estudos anteriores, ratificando a neces-
sidade de conhecimento da espécie causadora de der-
matofitose, devido a variacio do perfil de suscetibili-
dade entre as espécies. Além disso, os resultados da
presente pesquisa demonstram a importincia da rea-
lizacio de ensaios de sensibilidade in wvitro, pois
alguns isolados da mesma espécie apresentaram dife-
rentes perfis de sensibilidade. 4
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