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RESUMO

Estima-se que as infec¢des fungicas superficiais afetam cerca de 20 a 25% da
populacdo mundial. As dermatofitoses s&o conhecidas por acometer tanto os animais
quanto os seres humanos. Pelo menos 30% das infec¢cdes por patdgenos
dermatofiticos em seres humanos sdo de causa zoonética. O aumento da incidéncia
dos casos de infec¢Bes fungicas, associados com a falha terapéutica tem se tornado
um grande desafio. Novas alternativas terapéuticas vém sendo adotadas para o
combate da resisténcia e recidiva dessas infec¢des fungicas, tais como a reintroducao
de farmacos no mercado e a terapia combinada. Desta forma, as atuais circunstancias
justificam o estudo da atividade antidermatofitica do clioquinol quando combinado com
outros antifungicos. Interacdes sinérgicas foram observadas para as associacdes
testadas de clioquinol + terbinafina (42%), clioquinol + ciclopirox (50%) e clioquinol +
ciclopirox + terbinafina (75%) e nenhum caso de antagonismo foi observado. As
combinagdes duplas e triplas obtiveram efeito fungicida dependente do tempo para o
isolado T. rubrum (TRUA47). A combinacdo clioquinol + terbinafina ndo apresentou
toxicidade em leucdcitos humanos. Todas as associacfes testadas apresentaram
baixa toxicidade em modelos alternativos como pele de orelha de suinos (néao
mostrando lesdes microscopicas) e embrides de galinha (sendo classificadas como
nao irritantes). Quando analisados os resultados da atividade antidermatofitica das
combinacdes dos agentes antifingicos em cascos suinos, nota-se que apenas as
combinagdes duplas conseguiram remover 100% das unidades formadoras de
colénias (UFCs) formadas nos cascos suinos. Na inibicdo da formacéo do biofilme em
pelos de origem animal, a combinacdo mais efetiva foi do clioquinol + ciclopirox.
Entretanto, no ensaio de erradicacdo do biofilme pré-formado as melhores
combinagdess foram a associacgéo tripla e clioquinol + terbinafina, removendo quase
gue 100% das células. Em conjunto, os resultados deste estudo sdo altamente
relevantes, pois baixas concentracées de agentes antifungicos foram combinadas e
obteve-se melhor acdo e menor toxicidade. Desta forma, a utilizacéo do clioquinol em
combinacdo com farmacos antifungicos € um achado sem precedentes e que,
futuramente, podera ser aplicado na clinica médica.
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ABSTRACT

Superficial fungal infections are estimated to affect about 20 to 25% of the world
population. Dermatophytoses are known to affect both animals and humans. At least
30% of infections by dermatophyte pathogens in humans are of zoonotic cause. The
increased incidence of cases of fungal infections, associated with therapeutic failure
has become a major challenge. New therapeutic alternatives have been adopted to
combat the resistance and recurrence of these fungal infections, such as the
reintroduction of drugs on the market and combination therapy. Thus, the current
circumstances justify the study of the antidermatophytic activity of clioquinol when
combined with other antifungals. Synergistic interactions were observed for the tested
combinations of clioquinol + terbinafine (42%), clioquinol + cyclopyrox (50%) and
clioquinol + cyclopyrox + terbinafine (75%) and no case of antagonism was observed.
The double and triple combinations obtained a time-dependent fungicidal effect for the
T. rubrum isolate (TRU47). The combination clioquinol + terbinafine did not show
toxicity in human leukocytes. All tested associations showed low toxicity in alternative
models such as pig ear skin (showing no microscopic lesions) and chicken embryos
(being classified as non-irritating). When analyzing the results of the antidermatophytic
activity of the combinations of antifungal agents in pig hooves, it is noted that only the
double combinations were able to remove 100% of the colony forming units (CFU)
formed in the pig hooves. In inhibiting the formation of biofilm in animal hair, the most
effective combination was clioquinol + ciclopirox. However, in the preformed biofilm
eradication test, the best combinations were the triple association and clioquinol +
terbinafine, removing almost 100% of the cells. Together, the results of this study are
highly relevant, since low concentrations of antifungal agents were combined and
better action and less toxicity were obtained. Thus, the use of clioquinol in combination
with antifungal drugs is an unprecedented finding and that, in the future, may be
applied in the medical clinic.
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1. INTRODUCAO

Os casos de pacientes acometidos por infec¢des fungicas tém crescido nos
ultimos anos e os patdgenos mais prevalentes sdo os dermatofitos, tais como
Trichophyton, Microsporum e Nannizzia. As micoses superficiais causadas por esse
grupo de fungos sao doencgas altamente contagiosas e acometem os seres humanos,
especialmente mulheres gravidas, criancas pequenas, idosos e individuos
imunocomprometidos.

Além disso, essas infec¢Bes fangicas também sd@o um dos principais
motivos de idas de cdes em clinicas veterinarias. Fatores como estresse, ma nutri¢ao,
doencas debilitantes, estado imunolégico comprometido e idade jovem sao
predisponentes. Estima-se que muitos casos de dermatofitoses sdo de origem de
origem zoofilica, transmitidos através do contato direto com animais domésticos.

Embora essas dermatoses ndo sejam graves em termos de mortalidade e
morbidade, causam desconforto substancial aos pacientes. Estima-se que as
infeccdes fungicas superficiais afetam cerca de 20 a 25% da populacdo mundial e
15% a 20% dos animais domeésticos. Por esta razdo, € muito importante evitar
diagnosticos presuntivos baseados unicamente na aparéncia de lesdes cutaneas
visiveis e circulares, garantindo assim, o diagndstico correto para direcionar um
melhor tratamento tanto para o animal quanto para o humano.

As limitadas opg0des terapéuticas disponiveis no mercado colaboram com
0 grave problema de resisténcia aos antifungicos. Falhas terapéuticas acometem os
pacientes ocasionando muitos casos de recidiva, consequéncia comum quando falado
em dermatofitoses. Assim, a necessidade de buscar novas alternativas de tratamento
para combater infecbes fungicas torna-se cada vez mais necessaria e, portanto, a
pesquisa envolvendo associacdo de agentes antifUngicos é uma abordagem
interessante quando a monoterapia nao é efetiva. Outra abordagem interessante é a
reintroducdo de farmacos no tratamento, como o clioquinol, que vem sendo estudado
com um importante papel na terapia fangica.

O clioquinol é um derivado 5,7-dihalogenado da 8-hidroxiquinolina e foi
amplamente utilizado entre os anos de 1950 e 1970 como agente antiparasitario
sistémico no tratamento de doencas intestinais, bem como era usado topicamente
para tratar infecc6es de pele. Na década de 70, relatos de neurotoxicidade foram
apresentados devido ao uso das formulacdes orais e, desta forma, esta apresentacéo

foi retirada do mercado. Entretanto, o clioquinol continuou sendo utilizado como



antibiético topico. Controvérsias em relagdo ao caso da neurotoxicidade surgiram e,
atualmente, o clioquinol vem sendo amplamente estudado com propriedades
biolégicas como antifungica, bactericida e antiproliferativa, bem como, para doenca
de Alzheimer, Parkinson e Huntington. Estudos atuais relatam a eficiéncia frente a
isolados de Candida spp. e dermatdfitos com raros relatos de resisténcia.

Portanto, o atual cenario de falhas na terapia antifungica justifica o tema do
trabalho, o qual busca novas opcbes terapéuticas utilizando as estratégias

disponiveis.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da associagao dupla e tripla entre clioquinol com terbinafina

e ciclopirox olamina em isolados clinicos de dermatéfitos.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

2.2.6

2.2.7

Avaliar o efeito antifingico da associacdo dupla de clioquinol e
terbinafina;

Avaliar o efeito antifUngico da associacdo dupla de clioquinol e
ciclopirox olamina;

Avaliar o efeito antifingico da associacdo tripla de clioquinol,
terbinafina e ciclopirox olamina;

Verificar o potencial toxicolégico das combinacdes sinérgicas dos
agentes antifungicos;

Determinar o efeito fungicida ou fungistatico das combinacdes
sinérgicas;

Averiguar o potencial de irritabilidade das combinagcbes dos
farmacos;

Verificar a atividade antifingica das combinac¢des sinérgicas em

modelos ex vivo de pelo de cachorro e unha suina;



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Infec¢Bes fungicas

O numero de pessoas no mundo acometidas por alguma infeccao fungica
aumentou nos ultimos tempos, chegando em torno de 1,2 bilhdes. A elevacédo de
casos esta relacionada ao aumento de pacientes imunocomprometidos,
principalmente aqueles com transplante de 6érgéos, Sindrome da Imunodeficiéncia
Humana Adquirida (SIDA), cancer e doenca autoimune (Chang et al. 2017; Denning e
Bromley 2015). Os casos que levam a altas taxas de mortalidade estéo
frequentemente relacionados com infec¢des fungicas invasivas, acometidas por
fungos leveduriformes como Candida e Cryptococcus, e fungos filamentosos, como
Aspergillus, Fusarium ou Mucor. (Chang et al. 2017). As infeccbes causadas por
fungos filamentosos dermatéfitos, responsaveis pelas micoses cutaneas, sao
consideradas as mais prevalentes e acometem tanto pacientes imunocomprometidos

quanto imunocompetentes (Pires et al. 2014).

3.1.1 Dermatofitos

As micoses cutaneas, causadas principalmente por fungos dermatéfitos,
estdo entre as infecgbes fungicas mais comuns em todo o mundo, acometendo
diversas faixas etéarias e afetando negativamente a qualidade de vida dos pacientes
infectados. Embora essas dermatoses nao sejam graves em termos de mortalidade e
morbidade, causam desconforto substancial aos pacientes. Estima-se que as
infecgbes fungicas superficiais afetam cerca de 20 a 25% da populagdo mundial
(Peres et al. 2010; Pires et al. 2014). Dermatdfitos sdo fungos que invadem e se
multiplicam nos tecidos queratinizados (pele, cabelos e unhas) causando infeccéo
muitas vezes com lesfes que incluem combinacdes de alopecia, eritema e papulas
(Bond 2010; Sahoo e Mahajan 2016; Weitzman, Corporis, e Favosa 1995), porém em
estado de imunossupressao do hospedeiro, ha relatos de dermatofitoses sistémicas
(Lanternier et al. 2013; Marconi et al. 2010; Wu, Sun, e Chang 2013).

3.1.1.1  Microsporum canis
Microporum canis € um fungo zoofilico, sendo considerado o principal
agente causador da dermatofitose em animais e em seres humanos no mundo. E
conhecido por ser responsavel por 15% das infeccbes fungicas em humanos em

formas localizadas como na tinea capitis, tinea corporis, tinea pedis e onicomicose



(Aneke, Otranto, e Cafarchia 2018; Flores et al. 2016; Gupta, Foley, e Versteeg 2017).
Essa infeccdo esta frequentemente associada as criancas, principalmente por terem
contato direto com animais domésticos como cées e gatos. Nos animais a infec¢do é
frequentemente associada com alopecia multifocal, descamacgéao e lesdes circulares,
guando nao sao assintomaticos (Andrade e Rossi 2019; Aneke, Otranto, e Cafarchia
2018).

3.1.1.2 Nannizzia gypsea

Nannizzia gypsea (anteriormente classificado como Microsporum
gypseum) é considerado um fungo geofilico tendo como o seu habitat natural o solo.
Por esta razdo, ndo apresenta altos indices de infeccbes fungicas (De Hoog et. al,
2016; Souza, Andrade, e Kiszewski 2016). Este fungo é encontrado principalmente
em solo contaminado, mas também pode ser encontrado em animais domésticos,
como cédes e gatos (podendo ser portadores assintomaticos) (Souza, Andrade, e
Kiszewski 2016). Quando acomete os seres humanos doentes (principalmente em
imunodeprimidos), apresenta como caracteristica lesdes clinicas de intensa resposta

inflamatoria (Flores et al. 2016; Souza, Andrade, e Kiszewski 2016).

3.1.1.3 Trichophyton rubrum

Trichophyton rubrum é o dermatdéfito mais prevalente em todo o mundo,
sendo responsavel por 70% das dermatofitoses. E um fungo antropofilico, ou seja, a
transmissao é de humano para humano e é considerado o agente mais isolado em
onicomicoses (Flores et al. 2016; Nenoff e Ginter 2014). Em pacientes
imunocomprometidos, casos ja foram relatados em que este agente infeccioso € o
principal causador da dermatofitose sistémica (Huang et al. 2019; Marconi et al. 2010;
Wu, Sun, e Chang 2013).

3.1.1.4 Trichophyton mentagrophytes
Trichophyton mentagrophytes é considerado um fungo zoofilico, € mais
prevalente no ambito rural e € o agente infeccioso que acomete 0 maior nimero de
espécies animais (incluindo coelhos, cavalos, porcos e galinhas) (Yu, C., Zhou, J. e
Liu, J. 2010). E a segunda espécie dermatofitica mais isolada nos casos de
dermatofitoses nos seres humanos causando principalmente tinea unguium e tinea

pedis (Nenoff e Ginter 2014; Sanguino, Jarros e Negri 2019).



3.1.2 Infec¢cbes em humanos e animais

Na rotina clinica em animais domeésticos, a infeccdo causada por
dermatdfitos € considerada a mais prevalente, afetando em torno de 20% dos cées e
gatos. Os animais, na maioria das vezes, sdo portadores assintomaticos de
dermatofitos e a espécie predominante € o M. canis (Moriello et al. 2017). Pelo menos
30% das infeccbes por patdgenos dermatofiticos em seres humanos sdo de causa
zoonotica (Andrade e Rossi 2019; Moriello et al. 2017). Os sintomas dessa infeccao
fungica em animais sdo os mesmos relatados nos seres humanos, com lesdes
assimétricas, incluindo perda de pelo, papulas, escamas, crostas, eritema,
hiperpigmentacéo e alteracdes na aparéncia do crescimento das unhas. Normalmente
as lesdes tém inicio na face, orelhas e focinho dos animais, e depois tendem a migrar
para as patas e outras areas do corpo. Fatores como estresse, ma nutricdo, doencas
debilitantes, estado imunolégico comprometido e idade jovem sado predisponentes.
(Moriello et al. 2017).

Criancas e adolescentes sao frequentemente afetados por dermatofitoses
de origem zoofilica, pois a inser¢cdo dos animais domésticos dentro das residéncias,
com um contato mais intimo com o dono tem um grande aumento na transmissao
desses dermatofitos. A transmissado da infeccdo pode ser relacionada com o contato
direto ou por conidios espalhados pelo ambiente (Gupta, Foley e Versteeg 2017;
Moriello et al. 2017; Nenoff e Ginter 2014).

3.1.3 Biofilme

Uma caracteristica importante que vem sendo muito estudada relacionada
as infeccbes fungicas é a capacidade de formacao de biofilme. Os biofilmes séo
comunidades microbianas sésseis complexas e estruturadas, organizadas por
microrganismos que aderem a uma grande variedade de superficies e entre si,
envoltos por uma matriz extracelular polimérica (MEC). A formacé&o do biofilme fungico
ocorre através de um processo sequencial onde se inicia pela adesdo de uma célula
planctbnica, seguido da colonizacdo, producdo da matriz, maturacdo, e
posteriormente a disperséo das células plancténicas para uma nova adesao (Scorzoni
et al. 2017).

O biofilme fornece varios beneficios para o patbgeno, como resisténcia a

estresses fisicos e quimicos, comunicacdo microbiana, aumento da viruléncia e



disponibilidade de nutrientes (Ramage et al. 2012; Scorzoni et al. 2017). Além disso,
alguns fatores associados a formacdo do biofilme contribuem para o aumento dos
casos de resisténcia e falha na terapia antifingica, tais como: aumento da densidade
celular, uma vez que a suscetibilidade ao agente antifingico diminuiu conforme
aumenta a densidade das células flngicas; e a MEC, que funciona como uma barreira,
diminuindo a quantidade de antifingico em interacdo com as células que pertencem
ao biofilme, além de fornecer estabilidade mecéanica e nutricdo (Scorzoni et al. 2017).

Essas caracteristicas fungicas ja sdo bem estabelecidas e relatadas em
leveduras como Candida albicans, a mais comumente encontrada em infeccoes
hospitalares (Nett e Andes 2015; Ramage et al. 2012). Outros fungos leveduriformes
como Candida nado-albicans, Cryptococcus e fungos filamentosos como Aspergillus,
Fusarium também tem sido estudados, uma vez que evidéncias sugerem que a
formacao do biofilme interfere na resposta terapéutica (Beauvais e Latgé 2015; Nett e
Andes 2015; Ramage et al. 2012).

A formacdo de biofilme em fungos dermatoéfitos ndo estda muito bem
estabelecida, no entanto alguns estudos conseguiram comprovar 0 processo de
biofilme dessas comunidades microbianas em M. canis, T. mentagrophytes e T.
rubrum (Figura 1) (Costa-Orlandi, Sardi, e Santos 2014; Danielli et al. 2017). As
infeccdes fungicas por este grupo de patégenos em unhas, pelos e fios de cabelos
estdo relacionadas principalmente com a formacdo do biofilme fungico, sendo
correlacionado como importante causa de falha terapéutica (Danielli et al. 2017,
Ramage et al. 2012).

Desta forma, € importante avaliar a formacéo do biofilme em dermatdfitos

para Conseguir estabelecer novos tratamentos que possam controlar esse processo.



Figura 1l. Asimagens obtidas pelo MEV (microscopia eletronica de varredura) demonstram a presenca
de um micélio tridimensional altamente estruturado, caracteristico do biofilme (A-B), com expansédo na
forma de uma rede de hifas crescendo em todas as dire¢cdes (C-D) (adaptado de Danielli et al. 2017).

Imagem autorizada pelo autor.

3.2 Terapia antifungica

O tratamento para dermatofitoses pode ser tanto por uso topico (auxiliando
as lesbes mais brandas ou como auxilio ao tratamento sistémico), quanto por uso
sistémico (utilizado em les6es mais generalizadas, recorrentes, de carater crénico, ou
guando ndo ha resposta a terapia tépica) (D. F. Dalla Lana et al. 2016). Atualmente,
cinco principais classes de antifungicos sdo conhecidas: azéis, equinocandinas,
alilaminas, poliénicos e analogos de pirimidina (Fuentefria et al. 2018) e eles séo
classificados conforme seu mecanismo de acdo, atuando na membrana
citoplasmatica, parede celular ou sintese de DNA (acido desoxirribonucleico) e

proteinas (Figura 2).
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Figura 2. Alvo dos principais antifungicos (Pippi et al, 2018). Imagem autorizada pelo autor.

3.2.1 Acéo sobre o ergosterol

Um dos principais mecanismos antifungicos € a acdo sobre o ergosterol, o
gual é um componente da membrana celular fungica e contribui para funcées celulares
fundamentais como estrutura, fluidez, integridade da membrana e controle de eventos

fisiologicos (Campoy e Adrio 2017; Scorzoni et al. 2017).

3.2.1.1 Azbis
Antifungicos azolicos sdo os mais comumente utilizados na clinica, uma
vez que sao considerados de amplo espectro. Os azdis inibem a enzima lanosterol
14a-desmetilase, responsavel pela conversdo do lanosterol em ergosterol. Desta
forma, had uma interrupcdo na rota da sintese do ergosterol, tornando a membrana
desestabilizada, alterando a permeabilidade e a acdo de enzimas ligadas a

membrana, uma vez que o ergosterol € o principal constituinte. Também ha um
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acumulo de intermediarios esterdis como: 14-metilados (precursores do ergosterol) os
guais sao toxicos para as células fungicas (Campoy e Adrio 2017; Chang et al. 2017,
Cowen et al. 2015; Revie et al. 2018).

Esta classe apresenta dois grandes grupos: os imidazois (com um atomo
de nitrogénio) e os triaz6is (com trés atomos de nitrogénio). Os imidazéis formam a
primeira geracao dos azodis e sdo representados por miconazol e cetoconazol. Devido
a sua elevada toxicidade e aos efeitos colaterais, foram substituidos pelos triazois
(Campoy e Adrio 2017). Os triaz6is, como itraconazol e fluconazol, 12 geragdo dos
triazdis, apresentam uma atividade antifGngica com maior espectro de agéo e reducéo
dos efeitos adversos e, portanto, sdo os mais utilizados rotineiramente na terapia
antifingica, tanto em animais como em humanos (Campoy e Adrio 2017; Moriello et
al. 2017).

O uso indiscriminado dessa classe, com a alta incidéncia de resisténcia a
terapia fangica, levou ao surgimento da 22 geracdo dos triazois, composta por
voriconazol e posaconazol, que teve como objetivo a melhoria dos efeitos
farmacocinéticos e espectro de acao. Porém, ainda restrito ao uso humano (Chang et
al. 2017).

3.2.1.2 Alilaminas

As alilaminas, tendo a terbinafina como principal representante, inibem
reversivelmente a enzima esqualeno epoxidase (codificada pelo gene ERG1) e sdo
considerados agentes fungicidas. Essa classe bloqueia a biossintese do ergosterol,
levando ao acumulo de quantidades téxicas de esqualeno, aumento da
permeabilidade da membrana e desorganizacdo da célula fungica (Campoy e Adrio
2017). E uma classe de agentes antifiingicos muito utilizada para tratamento sistémico
de dermatofitos em animais e humanos, uma vez que a terbinafina tem afinidade pela
queratina e desta forma se acumula em pele, unha, cabelos e pelos e no tecido
adiposo (Campoy e Adrio 2017; Cowen et al. 2015; Moriello et al. 2017).

3.2.1.3 Poliénicos
Sao moléculas de amplo espectro, representadas pela anfotericina B e
natamicina. Por apresentarem caracteristica anfifilica, essas moléculas se complexam
com o ergosterol presente na bicamada lipidica formando poros. Uma vez que esses

poros sdo formados, promovem a ruptura da membrana e o extravasamento do
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conteudo citoplasmaético resultando na morte celular (Campoy e Adrio 2017; Chang et
al. 2017).

Anfotericina B apresenta uma pequena afinidade pelo colesterol de
membrana da célula humana e esta caracteristica explica a alta toxicidade,
principalmente em relacdo aos rins e figado. Tem como grande desvantagem a baixa
biodisponibilidade associado com baixa absorcéo gastrointestinal (Kristanc, Bozi¢, e
Jokhadar 2018).

3.2.1.4 Morfolinas
A amorolfina, representante da classe, € um derivado da morfolina. Essa
classe de agentes antifungicos possui efeito fungicida e fungistéatico. Esta envolvido
com a inibicdo de duas enzimas envolvidas na sintese do ergosterol A-7-8-isomerase
e A-l4-redutase. E restrita ao uso tdépico para tratamento de dermatofitoses,

principalmente as onicomicoses, devido aos efeitos adversos (Campoy e Adrio 2017).

3.2.2 Inibidores da sintese da B-1,3-d-glicana sintase

A parede celular fungica € composta de glicanas [polissacarideos
constituidos de mondmeros de D-glicose em ligacdes B-(1,3) ou B-(1,6) glicanas], e a
B-1,3-glicana sintase é a principal componente que garante a estrutura da parede
celular. Uma vez inibida a sintese deste polissacarideo, instabilidade osmaotica e morte
de células fungicas sédo esperadas, visto que ocorre a ruptura da estrutura da parede

celular em desenvolvimento (Campoy e Adrio 2017; Patil 2017).

3.2.2.1 Equinocandinas

As equinocandinas séo a Ultima classe descoberta de antifingicos. Elas
tém como alvo a parede celular fungica, inibindo ndo competitivamente a -1,3-D-
glicana sintase que leva a desestabilizacdo da parede celular, com instabilidade
osmotica, perda da integridade da parede celular e lise das células fungicas (Campoy
e Adrio 2017).

Essa classe € composta por caspofungina, micafungica e anidulafungina.
Apresentam como vantagem a especificidade pela parede celular fungica uma vez
gue as células dos mamiferos ndo possuem parede (Chang et al. 2017; Patil and
Majumdar 2017; Revie et al. 2018). Essa caracteristica faz com que esta classe tenha

os efeitos adversos reduzidos e baixa toxicidade em comparacdo com as outras
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terapias disponiveis (Campoy e Adrio 2017; Patil 2017).

Entretanto, as equinocandinas, por apresentarem alto peso molecular, ndo
tem uma boa biodisponibilidade oral e estdo disponiveis no mercado apenas por via
intravenosa e, dessa forma, seu uso fica restrito a ambiente hospitalar (Campoy e
Adrio 2017; Patil 2017). Essa classe é muito utilizada para tratamentos de
candidemias e ndo é indicada para o tratamento de Cryptococcus, Trichophyton e
Fusarium (Chang et al. 2017).

3.2.3 Inibidores da sintese de acidos nucleicos
3.2.3.1 Fluocitosina

Esta classe de antifungicos tem a molécula de fluocitosina (5-fluorcitosina)
como um analogo de pirimidina fluorada, com atividade fungistatica. Ha uma
interferéncia no metabolismo da pirimidina, inibindo competitivamente a timidilato-
sintase e, como consequéncia, inibe a sintese de DNA, RNA e proteinas. A fluocitosina
é eficaz para infeccfes fungicas causadas por Candida e Cryptococcus, uma vez que
estes géneros possuem a enzima timidilato sintase, sendo restrito entdo para

leveduras patogénicas (Campoy e Adrio 2017; Scorzoni et al. 2017).

3.2.4 Inibidores da biossintese de microtubulos

Microtabulos sdo estruturas proteicas de dimeros de tubulina a e B que
fazem parte do citoesqueleto, altamente organizados, em todas as células
eucaridticas (Campoy e Adrio 2017).

3.24.1 Griseofulvina
Esse agente antifingico € um dos mais antigos disponiveis no mercado e
tem o seu uso restrito aos dermatdfitos. A griseofulvina interfere na divisao celular
rompendo os fusos mitéticos, ao interagir com a rede de tubulina, afetando entdo, na
montagem dos microtubulos. Ela também inibe a sintese de acidos nucleicos (Campoy
e Adrio 2017). Apresenta mais efeitos colaterais em comparacao ao itraconazol e

terbinafina, como elevada hepatoxicidade (Moriello et al. 2017).

3.2.5 Outros mecanismos
3.2.5.1 Ciclopirox olamina

O ciclopirox olamina € uma hidroxipiridona e seu mecanismo de acao nao



13

é completamente elucidado. Por apresentar afinidade por cétions trivalentes (Fe3*),
ele atua inibindo enzimas dependentes de metais. Além disso, afeta a producéo de
energia no transporte de elétrons nas mitocondrias, a captacdo de nutrientes e a
sintese de proteinas e acidos nucleicos. Devido aos seus multiplos mecanismos de
acao, o ciclopirox olamina € considerado fungicida (Gupta, Paquet e Simpson 2013).
Este farmaco é muito utilizado para tratamento de onicomicoses e esta disponivel para
utilizacdo em tratamento tépico, em forma de esmalte, creme e solucéao topica (Gupta,

Foley e Versteeg 2017; Gupta, Paquet e Simpson 2013).

3.3 Resisténcia aos antifungicos

A falha terapéutica € um problema para a terapia antifingica, uma vez que
poucos medicamentos em uma quantidade limitada de classes estdo disponiveis no
mercado. Além disso, infec¢des fungicas relacionadas com dermatofitos podem
apresentar algumas complicacdes relacionadas com o longo periodo de tratamento,
uma vez que esses farmacos apresentam alta toxicidade, baixa tolerancia a altas
doses de antifingicos, efeitos colaterais indesejados e baixo espectro de atividade
(Campoy e Adrio 2017; Chang et al. 2017; Fuentefria et al. 2018).

Os termos "resisténcia” e "recidiva" estéo relacionados frequentemente na
resposta clinica do tratamento de dermatofitoses. Alguns fatores que contribuem para
este cendrio sdo reconhecidos na literatura como adaptabilidade do patégeno de
sobreviver no organismo, variacdo na suscetibilidade frente aos agentes antifingicos
e aresposta imune do hospedeiro (Khurana, Sardana e Chowdhary 2019). Além disso,
a formacao do biofilme € uma das principais razdes para a resisténcia aos antifiungicos
(Khurana, Sardana e Chowdhary 2019; Scorzoni et al. 2017).

Diferentes mecanismos de resisténcia aos antifUngicos ja foram
descobertos, entretanto alguns sdo mais prevalentes para os dermatoéfitos e séo
considerados de acordo com as classes dos farmacos (Khurana, Sardana e
Chowdhary 2019). Os principais antifungicos utilizados no tratamento das
dermatofitoses, tanto em humanos quanto em animais, sao terbinafina, ciclopirox
olamina olamina, griseofulvina e itraconazol (A. J. Dalla Lana et al. 2018; Moriello et
al. 2017; Pires et al. 2014; White et al. 2014).

A classe dos azois € a mais amplamente estudada, visto que sao

antifingicos de amplo espectro, utilizados numa variedade de infec¢des fangicas.
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Dentre os mecanismos de resisténcia conhecidos estdo: i) mutacdo da enzima alvo -
a afinidade entre farmaco e enzima é reduzida, diminuindo as ligacdes; ii)
superexpressao da enzima alvo - a biossintese do ergosterol se torna possivel mesmo
com a presenca do farmaco, permanecendo viavel a célula fdngica; iii)
superexpressao das bombas de efluxo - resulta na expulsdo do farmaco da célula
fungica e como consequéncia diminui a sua concentracdo no local de acao; iv)
alteracdo de outras enzimas da via da biossintese do ergosterol - pode ocorrer
acumulo de esterois ndo toxicos que substituem o ergosterol da membrana da célula
fungica (Fuentefria et al. 2018; Khurana, Sardana e Chowdhary 2019; Scorzoni et al.
2017).

Por outro lado, a resisténcia nas alilaminas frente aos dermatoéfitos tem
poucos casos relatados e os mecanismos sao frequentemente relacionados com as
bombas de efluxo (Scorzoni et al. 2017). Casos de falha terapéutica tem aumentado,
uma vez que a terbinafina tem sido muito utilizada no tratamento prolongado de
onicomicose e no tratamento local de dermatofitose sem supervisionamento
adequado, principalmente em paises que ndo tem a regulamentacdo da compra de
antifangicos, ocasionando as falhas clinicas (Khurana, Sardana e Chowdhary 2019).

A respeito da griseofulvina, primeiro antifingico sistémico introduzido na
dermatofitose, ndo se conhece o mecanismo envolvido na resisténcia, entretanto, ja
foi descrito uma expressdo aumentada de MDR1 (“Multi Drug Resistance” 1, uma
glicoproteina-P transportadora de membrana) que leva a um aumento nas bombas de

efluxo (Khurana, Sardana, e Chowdhary 2019).

3.4 Opcdes de combate a resisténcia

Novas alternativas terapéuticas vém sendo adotadas para o combate da
resisténcia e recidiva dessas infec¢des fungicas, como exemplo: a reintroducdo de
farmacos em desuso no mercado com novo objetivo terapéutico e a terapia combinada
(Fuentefria et al. 2018).

O clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina), € uma 8-hidroxiquinolina di-
halogenada que foi amplamente utilizada na medicina humana entre as décadas de
1950 a 1970 como agente antiparasitario oral e para infec¢des da pele. Nos anos 70,
a apresentacao oral foi retirada do mercado devido a relatos de neurotoxicidade em
pacientes japoneses. No entanto, formulacdes topicas de clioquinol ainda estédo

disponiveis (Mao e Schimmer 2008). Propriedades biolégicas como antifungica,
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bactericida e antiproliferativa foram relatadas para o clioquinol e outros derivados da
8-hidroxiquinolina (Oliveri e Vecchio 2016). Ainda, estudos atuais mostraram que o
clioquinol inibe efetivamente o crescimento de Candida spp. e dermatofitos com raros
relatos de resisténcia (Pippi et al. 2017).

As terapias combinadas estdo sendo usadas clinicamente como estratégia
terapéutica na auséncia de monoterapia efetiva (Fuentefria et al. 2018). A combinacé&o
dupla de itraconazol e terbinafina foi descrita como efetiva para fungos dermatofitos
(Sharma et al. 2019). Tamura et al (2014) relataram combinac¢fes sinérgicas para
dermatofitos quando combinado amorolfina e itraconazol. Da mesma forma, Laurent
e Monod (2017) também relataram efeito sinérgico de amorolfina com derivados
azélicos. Estudos mostram o potencial da combinacédo tripla em tratamentos como
descrito por Tascini et al (2003), onde € relatado a efetividade de caspofungina,
terbinafina e anfotericina no tratamento de aspergilose invasiva. Entretanto a
combinacéo tripla para dermatéfitos ainda néo foi descrita na literatura.

Os potenciais beneficios da terapia combinada com antifungicos incluem:
superacao da resisténcia fungica, expansao do espectro de acdo, melhora da eficacia
clinica dos medicamentos e reducdo das doses administradas, 0 que resulta em
menor toxicidade e diminuicdo dos efeitos colaterais no hospedeiro (Fuentefria et al.
2018; Hatipoglu e Hatipoglu 2013; Shrestha, Fosso, e Garneau-Tsodikova 2015).

3.5 Modelos alternativos

Apds a triagem inicial em experimentos in vitro, € necessario a utilizacdo
de modelos in vivo para que os resultados possam ser confirmados em sistemas
complexos. Os modelos mamiferos sdo considerados o modelo ideal para realizar os
testes toxicoldgicos, terapéuticos e a resposta imune aos farmacos (Scorzoni et al.
2017). Os principios fundamentais ao uso de animais e alternativas foram
estabelecidos por Russell e Burch, em 1959, através dos 3Rs: reposicionamento,
reducéo e refinamento (Clark et al. 2017; Lossi e Merighi 2018). Na perspectiva de
reduzir e refinar o uso desses animais na pesquisa, a utilizacdo de modelos
alternativos vem sendo estudados e utilizados como triagem para posterior testes em

mamiferos (Lossi e Merighi 2018).

3.5.1 Modelos alternativos ex vivo

Diversos trabalhos tem estudado a atividade antifungica de novos
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compostos, bem como a associacdo de agentes. Entretanto, apds avaliagéo in vitro,
testes ex vivo sdo alternativas importantes para dar seguimento a avaliacdo
antifingica, uma vez que assemelham-se a experimentos in vivo, mas tem a
capacidade de preservar parcialmente a estrutura tridimensional do tecido e os
diferentes tipos de células que podem estar presentes (Lossi e Merighi 2018; Quatrin
et al. 2019; Scorzoni et al. 2017).

O termo ex vivo € empregado quando se utiliza tecidos removidos de um
organismo in vivo, com a aplicagdo em experimentos que serdo realizados em
ambiente artificial (ou seja, um fragmento de tecido ou 6rgéo € extraido do corpo do
animal e mantido em cultura). (Quatrin et al. 2019; Ohnemus et al. 2007). Cabe
ressaltar que o animal ndo é morto com a finalidade do experimento ex vivo; na maioria
dos casos, sdo fragmentos de tecidos que estariam sendo rejeitados, sem valor
comercial, e que sé&o aproveitados para a realizagdo dos experimentos.

Diversos tecidos tem sido utilizados como modelos ex vivo para avaliacao
da acao antifungica, tais como: modelo de infeccdo em mucosas utilizando mucosa
oral de ratos a fim de avaliar a eficacia do tratamento antifungico para candidiase oral
(Labib e Aldawsari 2015); infeccdo em cornea, com a utilizagdo de corneas humanas
doadas, onde, apos a infeccdo, € avaliado o sucesso da terapia frente as ceratites
(Alshehri et al. 2016); infeccdo no tecido respiratorio, onde tecidos pulmonares sao
utilizados para avaliar a eficacia das formulagdes antifungicas frente ao sistema
respiratorio (Hashemi et al. 2018). Alguns modelos alternativos ex vivo que seréo alvo

em nossa pesquisa serdo enfatizados a seguir:

3.5.1.1 Modelo de infeccdo em unha
Para avaliar o sucesso da terapia antifingica em onicomicose, unhas
suinas podem ser utilizadas como um método alternativo ex vivo. Estudo anterior
realizado pelo nosso grupo de pesquisa utilizou casco suino em experimentos para
avaliacdo da atividade antifungica, uma vez que esse tecido apresenta uma matriz de

gueratina semelhante a estrutura da unha humana (Quatrin et al. 2019).

3.5.1.2 Modelo de infeccdo em pelo
A utilizagdo de pelos de origem animal ou cabelos humanos também é
considerado um modelo ex vivo. Desta maneira, € possivel investigar o sucesso da

terapia em infeccdes de cabelos e pelos frente aos patdbgenos mais comumente
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causadores de infec¢bes, como, por exemplo, os fungos dermatofitos (Al-janabi et al.
2016).

3.5.1.3 Modelo de avaliacédo da toxicidade em pele
Outro modelo ex vivo muito empregado é a pele de orelha suina. Através
desse modelo é possivel observar o dano tecidual gerado pela utilizacdo da terapia

topica através de ensaios histopatolégicos (Nair et al. 2016).

3.5.2 Modelos alternativos in vivo

A utilizacdo de modelos alternativos in vivo tem sido bastante explorada no
seguimento das pesquisas de farmacos. Esses modelos sdo bastantes explorados
uma vez que sistemas neurais de alguns animais ndo mamiferos sao pouco
desenvolvidos e, desta forma, ndo apresentam dor. Além disso, pode-se utilizar um
grande nimero de animais no experimento com baixo valor de manutencao e, ainda,
€ comprovado que apresentam uma boa correlacdo com os mamiferos (Scorzoni et
al. 2017).

Modelos de vertebrados inferiores, como peixe-zebra (Danio rerio) séo
bastante utilizados como um modelo de toxicidade e teratogénese. O peixe-zebra
deve ser usado em estudos de toxicidade sistémica aguda e crbnica e de 6érgdos
especificos (Racz et al. 2017; Scorzoni et al. 2016). Os modelos de invertebrados
como Drosophila melanogaster, Galleria mellonella e Caenorhabditis elegans também
sédo frequentemente utilizados para avaliacdo toxicolégica de farmacos, reduzindo
assim a probabilidade de uma nova combinacdo de farmacos ou novos compostos
com atividade in vitro avancar aos modelos de mamiferos e falhar (Singulani et al.
2018). Alguns modelos alternativos in vivo que serdo alvo em nossa pesquisa serao

enfatizados a seguir:

3.5.2.1 Drosophila melanogaster
Drosophila melanogaster € um inseto conhecido como mosca-das-frutas. E
um animal que vem sendo bastante estudado como modelo alternativo de infecgao
sistémica, com investigacbes da viruléncia de agentes patogénicos humanos a
também eficacia de novas combinagdes e compostos antifungicos (Scorzoni et al.
2017).

As moscas D. melanogaster ndo apresentam um sistema imune adaptativo,
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porém possuem uma primeira linha de defesa semelhante aos mamiferos, podendo
ser considerada como uma resposta imune inata. Ja foi relatado que moscas D.
melanogaster possuem duas vias de sinalizacdo conservadas que sao ativadas
durante as respostas imunes frente as infec¢des: imd e Toll. A via Toll é considerada
como critica para a protecdo de D. melanogaster contra fungos e as muta¢fes nesta
via levam a morte das moscas rapidamente. Desta forma, as D. melanogaster
mutantes Toll-deficientes sdo bastante interessantes em modelos de infeccdo por
fungos, ndo sé por oferecem a vantagem de poderem ser cultivadas, manipuladas e
analisadas em grandes nameros com significativamente menos trabalho, mas também
por mimetizarem a imunodeficiéncia, sendo uma condicéo para o estabelecimento de

diversas doencas fungicas sistémicas (Lionakis et al. 2005).

3.5.2.2 Embrides de galinha

Outro modelo alternativo in vivo amplamente utilizado € o embrido de
galinha, uma vez que é de facil manuseio, rapido desenvolvimento, embriogénese
acelerada e sensibilidade elevada as substancias. Os embrides de galinha crescem
sob condi¢cbes controladas e pequenas variacdes resultam em desenvolvimento
anormal ou morte (Betsabee et al 2016; Scorzoni et al. 2017).

As caracteristicas descritas tornam o modelo altamente desejavel em
estudos de toxicidade, pois qualquer alteracdo no ambiente de experimento oferece
respostas imediatas aos efeitos toxicos das substancias em estudo (Betsabee et al.

2016; Oliveira et al. 2012).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Local e selecao dos microrganismos:

Neste estudo, foram incluidos trés isolados das espécies de fungos
dermatofiticos mais prevalentes: M. canis, N. gypsea, T. mentagrophytes e T. rubrum,
totalizando, assim, 12 isolados fungicos. Os isolados estdo depositados e registrados
na micoteca do Laboratoério de Micologia Aplicada (GPMA) da Faculdade de Farmécia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os ensaios e avaliacbes
microbiolégicas in vitro e ex vivo, bem como os ensaios de toxicidade, foram
conduzidos no laboratério de Micologia Aplicada da UFRGS. Os ensaios in vivo com
D. melanogaster foram realizados no DrosoLab do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude (ICBS) da mesma instituicdo. Por fim, os testes de irritabilidade em embrides
de galinha e toxicidade dérmica foram realizados no Laboratério de Farmacologia
pertencente ao Instituto Federal Catarinense (IFC) de Concoérdia, SC.

4.2 Agentes Antifungicos:

Os agentes antifungicos utilizados neste estudo foram preparados de
acordo com as recomendacgdes do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). As
solugbes estoque para o clioguinol (Sigma-Aldrich, EUA), ciclopirox olamina (Sigma-
Aldrich, EUA) e terbinafina (Sigma-Aldrich, EUA) (Figura 3) foram preparadas em
dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich). Para os experimentos, os compostos foram
diluidos em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640; Gibco, Nova
York) - sem bicarbonato de sédio, tamponado com MOPS (&cido
morfolinopropanosulfénico; Sigma-Aldrich) e ajustado para pH 7,0 - obtendo uma

concentracdo maxima de 1% de DMSO.

g | O
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Figura 3. Estrutura quimica do clioquinol (A), ciclopirox olamina (B) e terbinafina (C).

4.3 Teste de suscetibilidade aos agentes antifungicos:
O teste de suscetibilidade foi realizado com clioquinol, terbinafina e

ciclopirox olamina. As concentracgdes inibitorias minimas (CIMs) foram determinadas
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pela técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o documento M38-A2 (CLSI,
2008), estabelecida para fungos filamentosos, em microplacas de poliestireno estéreis
de 96 pocos.

O indculo fungico dos dermatéfitos foi feito a partir do crescimento em tubos
contendo 4gar BDA (agar de dextrose de batata, Kasvi), incubadas na temperatura de
32°C durante 7 dias. Uma solucéo salina 0,85% estéril foi adicionada nas colbnias e
posteriormente foram friccionadas para a obtencao dos esporos. A suspenséo fuangica
resultante foi ajustada em RPMI 1640 a fim de obter 2 a 6 x 10° UFC /mL

Os agentes antifungicos passaram por uma diluicdo em série em meio
RPMI e, logo apds, o inéculo fungico preparado foi adicionado. A CIM é estabelecida
pela observacéo da inibicdo de 100% do crescimento visivel do fungo apds 96h de

incubacao a 32C°. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 Avaliacdo da interacdo dupla e tripla dos agentes antifiUngicos
(Checkerboard):

No ensaio da associacéo dupla, a interacdo entre os antifungicos clioquinol
com o ciclopirox olamina e com a terbinafina foi avaliada conforme o protocolo
estabelecido por Johnson et al. (2004). As concentracdes testadas de cada agente
antifangico foram: CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIMx2, CIMx4, CIMx8, totalizando 49
combinacdes de concentragcbes. Os experimentos foram realizados em triplicata e
incubados por 5 dias a 32°C. O sinergismo foi estabelecido quando o indice de
concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) apresentou resultados inferiores a 0,5;
indiferente quando 0,5 < ICIF < 4; e antagonismo quando ICIF > 4 (Odds 2003).

No ensaio da associagao tripla, avaliou-se a combinacdo entre os trés
antifingicos conforme o protocolo estabelecido por Stein et al. (2015). As
concentragdes variaram entre: CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM até CIMx2 estabelecendo
um total de 125 combinagbes de concentragbes. Os experimentos seguiram as
mesmas condi¢des do sinergismo duplo. O sinergismo foi estabelecido quando o ICIF
apresentou os resultados inferiores a 0,75; indiferente quando 0,75 < ICIF < 4; e

antagonismo quando ICIF > 4 (O’Shaughnessy et al. 2006).

4.5 Ensaio do tempo de morte:
Um isolado representativo que obteve resultados sinérgicos para as

combinacgdes duplas e tripla foi utilizada neste ensaio (T. rubrum - TRU47). O inéculo
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fungico foi exposto a diferentes combinacdes das associa¢cfes dos antifungicos
conforme descrito por Ghannoum et al. (2013) com o objetivo de determinar o efeito
fungicida ou fungistatico. As concentracgdes testadas foram: CIMs de cada antifungico;
CIMs de cada farmaco sozinho encontradas nas combinac¢des duplas e triplas; e as
combinacgdes sinérgicas (duplas e triplas). Além disso, em paralelo, um controle sem
tratamento também foi avaliado.

Nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120 h, aliquotas foram retiradas, submetidas
a diluicdes seriadas e plagueadas em agar sabouraud dextrose (SDA) para contagem
das unidades formadoras de colonia (UFC). Curvas das UFC/mL em fun¢éo do tempo
foram construidas e os tratamentos comparados com a suspensao fungica que néo
recebeu nenhum tratamento. Nos casos das combinacfes, as associacdes também
foram comparadas aos agentes antifingicos sozinhos.

O efeito fungicida foi considerado quando houve redug¢ado de crescimento 2
99,9% comparadas ao inéculo inicial. Caso contrario, as combinacdes foram
consideradas fungistaticas. A analise estatistica foi realizada com ANOVA de duas
vias, bem como com o teste de comparacdes multiplas de Turkey (software GraphPad
Prism; verséo 6.0;). P < 0,05 foi considerado estatisticamente significante.

4.6 Avaliacdo da Toxicidade:

A citotoxicidade das combinacbes e dos agentes antifungicos foi
determinada através da avaliacdo da viabilidade celular pela perda de integridade da
membrana de leucécitos usando o corante azul de tripano (Newprov, Brasil) de acordo
com Burow et al. (1998). As concentracdes testadas foram: CIMs de cada antifingico;
CIMs de cada farmaco sozinho encontradas nas combinac¢des duplas e triplas e as
combinacdes sinérgicas (duplas e triplas) encontradas para o isolado T. rubrum
TRU47. O método utiliza leucécitos que sdo submetidos ao reagente Turk (Newprov,
Brasil) e uma aliquota € visualizada na camara de Neubauer em microscépio optico
(Kasvi, Brasil) com ampliacdo de 400X. As células mortas adquirem coloracao azul,
diferentemente das células vivas. Um total de 300 células foram contadas e
posteriormente foi estabelecido a porcentagem de células viaveis. A analise estatistica
foi realizada com ANOVA de uma via, bem como com o teste de comparacdes
multiplas de Turkey (software GraphPad Prism; versdo 6.0;). P < 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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4.7 Avaliacdo do potencial de irritabilidade:

Para avaliar o potencial irritativo das combinacdes dos agentes
antifingicos, foi utilizado o método alternativo HET-CAM (Hens Egg Test-Chorion
Allantoic Membrane). O método foi descrito anteriormente por Oliveira et al. (2012)
baseando-se nas alteragcBes macroscopicas que podem ocorrer na membrana
corioalantoide de ovo embrionado de galinha. Para tal avaliagcdo, ovos brancos férteis
e frescos, do tipo comercial Lohmann (Lohmann selected Leghorn, LSL, Brasil) foram
utilizados. Os ovos foram mantidos em condicbes de incubacdo otimizadas
(temperatura entre 38 - 39°C e umidade entre 55 — 60%, durante 10 dias). No décimo
dia, a casca do ovo, ao redor do espaco aéreo, foi cuidadosamente removida com
uma ferramenta rotativa (Dremel, Racine WI). Em seguida, foram adicionados 0,3 mL
de cada solugcdo em cada ovo [controle negativo - solugdo salina 0,9%; controle
positivo - solugéo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1M; combinacé&o dupla de clioguinol
(0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pug/mL), combinacéao dupla de clioquinol (0,125
pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pg/mL); e a combinacéao tripla de clioquinol (0,125 g
/ mL) + ciclopirox olamina (0,250 pg / mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL)].

Durante periodos pré-determinados (30 segundos, 2 minutos e 5 minutos)
apos a aplicagdo de cada substancia, a membrana corioalantoide foi examinada e as
reacdes fisiolégicas observadas foram graduadas em funcdo de seu tempo de
aparecimento. O resultado do indice de irritac&o (1) foi dado de acordo com tempo de
hemorragia, tempo de lise e tempo de coagulacao e classificado em nao irritante (0 a
4,9) ou irritante (5 a 21), conforme a equagéao 1 (ICCVMA, 2010).

= (301 — Tempo de hemorragia) 5 )+ (301 — Tempo de lise) .
- 300 x 300 x

(301 — Tempo de coagulacio)
+ 300 x9

1)

A andlise estatistica foi realizada com ANOVA de uma via, bem como com
o teste de comparagdes multiplas de Dunnett’s (software GraphPad Prism; versao

6.0;). P <0,05 foi considerado estatisticamente significante.

4.8 Determinacao histopatoldégica em pele suina:

Para verificar o possivel dano tecidual devido a acdo das associac¢des dos
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antifingicos, orelhas de suinos passaram por uma avaliagdo histopatoldgica.
Amostras de tecido de suinos machos adultos, recém abatidos no Instituto Federal de
Santa Catarina - campus Concoérdia, foram utilizadas para avaliar a formacédo de
danos nos tecidos devido a agdo das combinacdes do clioquinol, ciclopirox olamina e
terbinafina. Os suinos foram abatidos de acordo com as regras do Ministério da
Agricultura, respeitando o bem-estar animal (Brasil, 2013). A pele da orelha de suinos
foi utilizada neste estudo. Os tecidos foram removidos dentro de um periodo de 5
minutos apds o abate; os pelos foram cuidadosamente removidos por um aparador
elétrico e a pele transportada para o laboratério em tampédo Krebs-Hepes resfriado.
As amostras de pele foram montadas em células de difusdo Franz (Logan Instrument
Corp., NJ) com a area de difusdo de aproximadamente 1,75 cm?. O lado epidérmico
da pele foi exposto a uma solugéo salina tamponada de fosfato (PBS) pH 7,0 (controle
negativo) e uma solugdo de NaOH 0,1 M (controle positivo) por um periodo de 6 horas.
A combinacédo dupla de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL), a
combinacéo dupla de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pug/mL) e a
combinacdo tripla de clioquinol (0,125 pg / mL) + ciclopirox olamina (0,250 pg / mL) +
terbinafina (0,03125 pg/mL) foram utilizadas neste teste. O lado epidérmico da pele
foi submetido a extracdo de contato com esta solu¢éo por um periodo de 6 horas. Os
fragmentos desses tecidos foram coletados, fixados em formalina tamponada neutra
a 10%, processados rotineiramente e corados com hematoxilina e eosina (HE)
(Laborclin, Brasil) e entdo, examinados sob microscopia éptica. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

4.9 Avaliacdo da atividade antifungica combinada em modelos ex vivo:
unha e pelo

49.1 Avaliacdo em unha de suinos:

Para a avaliagdo da atividade das combinac¢des dos agentes antifangicos
em queratina, cascos suinos foram utlizados (Figura 4). As solucbes das
combinacdes de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pug/mL), a combinacao
dupla de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pg/mL) e a combinacéao
tripla de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,250 pug/mL) + terbinafina
(0,03125 pg/mL) foram incorporadas em uma base de esmalte para unhas
(nitrocelulose, tolueno sulfonamida, acetato de etila, acetato de butila, 6leo de

mamona, alcool isopropilico e dimeticona) produzida pela Bonatto Ind. Ltda
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(Cachoeirinha, Brasil). O indculo fungico foi preparado a partir do isolado T. rubrum
TRUA47 e 100 pL da suspenséo flngica (10° UFC/mL) foram inoculados em uma placa
de Petri contendo BDA, com o auxilio de uma alca de Drigalski. Os cascos suinos
foram cortados em formato de discos com espessura de 1 mm, esterilizados, e, entéo,
adicionados nas placas com ajuda de uma pinca. Apos o periodo de infecgdo (cinco
dias), os cascos foram transferidos para uma placa contendo SDA, onde o tratamento
foi iniciado adicionando diariamente, por sete dias, em cada disco suino, um volume
suficiente de esmalte contendo o agente antifingico para cobrir o material (20 pL).

Ao final dos sete dias, os discos de cascos foram transferidos para tubos
contendo 2 mL de solucédo salina e entéo, levados ao vortex (1 minuto) e ao sonicador
(20 minutos) para remover as células fungicas aderidas aos discos (Etapa 1). Uma
aliquota dessa suspenséao foi diluida em série e plagueada em agar batata, com o
auxilio da alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 32°C por aproximadamente
sete dias para posterior contagem das UFC. Os experimentos foram realizados em
triplicata (Quatrin et al. 2020).

A verificagdo de células fungicas viaveis que permanecerem no interior dos
cascos suinos também foi feita através das UFC. Para isso, os discos suinos que
passaram pelo tratamento foram novamente incubados em placas de SDA e
acompanhados por até sete dias para nova verificacao de crescimento visivel do fungo
(Etapa 2). A analise estatistica foi realizada com ANOVA de uma via seguido do teste
de comparac6es multiplas de Tukey (software GraphPad Prism; verséo 6.0;). P < 0,05

foi considerado estatisticamente significante.

4.9.2 Avaliacdo em pelo de origem animal:

Foi realizado a avaliacdo da eficacia da protecdo e remocao do biofilme
fungico das combinacBes dos antifungicos frente ao pelo de origem animal (de
cachorro, da raca akita) (Figura 5). A combinacéo dupla de clioquinol (0,125 pg/mL) +
terbinafina (0,03125 pg/mL), a combinacdo dupla de clioquinol (0,125 pg/mL) +
ciclopirox olamina (0,5 pg/mL) e a combinacéo tripla de clioquinol (0,125 pug/mL) +
ciclopirox olamina (0,250 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL) foram utilizadas nestes
ensaios.

49.2.1 Avaliagcao dainibicdo da formacéo de biofilme:
Na avaliacdo da inibicdo da formacdo de biofilme, pelos de animais

padronizados em 3 cm foram pré-tratados com as combinacdes dos agentes
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antifangicos por 15 minutos e entdo foram incubados em 4,5 mL de TSB com 0,5 pL
de inéculo fingico de M. canis (MCA29), obtendo uma suspencéo de 107 células/mL,
por cinco dias. Apos este periodo, os pelos foram lavados com agua e colocados em
um falcon contendo 5 mL de 4gua destilada e, posteriormente, levado ao vortex por 1
minuto e depois sonicado por 20 minutos para remover as células fungicas aderidas.

Os experimentos foram realizados em triplicata. Um controle néo tratado,
contendo somente o inoculo fungico, foi realizado. Uma aliquota de 20 pul das
suspensdes sonicadas foi colocada em placa SDA e espalhado com auxilio da alca
de Drigalski. Ao final do periodo de incubagéo, foi realizada a contagem de unidades

formadoras de colbénias (UFC).

49.2.2 Avaliagdo da erradicagéo do biofilme:

A erradicacdo do biofilme frente as formulacdes também foi avaliada. Para
Isso, foi realizado a formacé&o do biofilme em outros pelos com 4,5 mL de TSB e 0,5
UL de inéculo fungico de M. canis (MCA29), obtendo uma suspenc¢do de 10
células/mL, por cinco dias. Apos o periodo de infec¢do, os pelos foram lavados com
agua e tratados com as formula¢des por 15 minutos. Os pelos entdo foram lavados
com agua e colocados em um tubo Falcon contendo 5mL de agua destilada e,
posteriormente, levados ao vortex por 1 minuto e depois sonicados por 20 minutos
para remover as células fungicas aderidas.

Os experimentos foram realizados em triplicata. Um controle nao tratado,
contendo somente o in6culo fangico, foi realizado. Uma aliquota de 20 pl das
suspensdes sonicadas foi colocada em placa SDA e espalhado com auxilio da alca
de Drigalski. Ao final do periodo de incubacéo, foi realizada a contagem de unidades
formadoras de col6nias (UFC). A porcentagem de inibicdo e de erradicacdo do

biofilme foi calculada conforme a equagao 2:

Inibicao ou Erradicacao (%) = 100 — (UFC ratamento x 100%)

UFC controle

A andlise estatistica foi realizada com ANOVA de uma via, bem como com
o teste de comparacfes multiplas de Turkey (software Minitab®; versao 19.2). P <

0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Figura 4. Esquema das etapas do teste de agao antifingica sobre modelo de onicomicose em cascos suinos (Costa, 2020).
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INIBICAO DA FORMACAO DE BIOFILME
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Figura 5. Esquema das etapas do teste de acéo antifungica sobre biofilme formado em pelos de origem animal (Costa, 2020).
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos no sinergismo duplo e triplo sdo apresentados na
Tabela 1. A interacdo sinérgica foi observada em 42% dos isolados quando a
terbinafina foi associada ao clioquinol e em 50% dos isolados quando o ciclopirox
olamina olamina foi associado ao clioquinol. A associacgéo tripla resultou em uma
interacdo sinérgica para 75% dos isolados e nenhum caso de antagonismo foi
observado. Apenas o isolado TRU47 obteve efeito sinérgico em todas as combinaces
testadas, sendo este isolado escolhido para o ensaio de tempo de morte.

Os agentes antifungicos (CIM) e as associa¢cdes duplas e triplas exibiram
um efeito fungicida dependente do tempo para o isolado TRU47 testado, como
mostrado na Figura 6. O clioquinol (CIM: 1,0 ug/mL) apresentou efeito fungicida
(reducgéo > 99,9% na UFC) as 96 h, terbinafina (CIM: 0,25 pg/mL) as 72h e ciclopirox
olamina (MIC: 2 pg/mL) as 120 h. Para a combinagéo de clioquinol (0,125 pg/mL) +
terbinafina (0,03125 ug/mL) e combinacdo de clioquinol (0,125 pug/mL) + ciclopirox
olamina (0,5 ug/mL), esse efeito foi observado as 48 h e 120 h, respectivamente. Para
a associacao de clioquinol (0,125 pg / mL) + ciclopirox olamina (0,250 pug / mL) +
terbinafina (0,03125 pg/mL), o efeito fungicida foi observado as 96 h (Figura 7). Como
esperado, as concentracdes sub-inibitérias dos agentes antifingicos, quando testadas
isoladamente, ndo apresentaram atividade fungicida em nenhum momento (Figura 7).

Ao analisar os resultados da viabilidade celular (Figura 8), € possivel notar
gue quando combinado clioquinol + terbinafina ndo foi observado diferenca
significativa comparado ao controle negativo, demonstrando que esta combina¢ao néo
apresentou toxicidade pela metodologia utilizada. Ao contrario, a combinagédo de
clioquinol + ciclopirox olamina e a combinacdo tripla apresentaram diferenca
estatistica do controle negativo, 0 que mostra algum grau de toxicidade. Todas as
solucbes testadas apresentam menor toxidade quando comparadas ao controle
positivo (p < 0,05).
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Tabela 1. Concentracdo inibitéria minima (CIM) do clioquinol (CQ), ciclopirox olamina (CP) e terbinafina (TB) quando testados sozinhos e em
combinacéo frente a dermatdfitos.

CIM da combinagéo (pg/mL)

CIM da combinagéo (ug/mL)

CIM da combinacao (ug/mL)

ISOLADOS CIM (ng/mL) Clioquinol + Ciclopirox olamina Clioquinol + Terbinafina Clioguinol + Cic'lopi.rox olamina +
Terbinafina
CQ CP TB CQ CP ICIF INTER CQ B ICIF INTER CQ CP B ICIF  INTER
TRU45 0,500 2,0 0,0625 0,250 0,250 0,625 IND 0,125 0,155 0,500 SIN 0,125 0,500 0,0156 0,750 SIN
TRU47* 1,0 20 0,500 0,125 0,500 0,375 SIN 0,125 10,0625 0,250 SIN 0,125 0,250 0,03125 0,312 SIN
TRU51 1,0 2,0 0,500 0,500 0,250 0,625 IND 0,125 0,125 0,375 SIN 0,0625 0,250 0,0625 0,312 SIN
TMEG0 1,0 10 0,062 1,0 1,0 1,250 IND 1,0 0,0077 1,125 IND 0,0625 0,250 0,0312 0,625 SIN
TME16 05 1,0 0,500 0,500 0,250 1,250 IND 0,0625 0,250 0,375 SIN 0,0625 0,125 0,0625 0,375 SIN
TME32 1,0 2,0 0,0625 0,250 0,125 0,375 SIN 0,500 0,001 0,516 IND 0,250 0,250 0,0156 0,625 SIN
MCAO1 1,0 20 0,500 0,125 0,250 0,375 SIN 0,0625 0,248 0,625 IND 0,125 0,500 0,125 0,625 SIN
MCA29 1,0 4,0 0,008 0,250 0,125 0,281 SIN 0,250 0,001 0,375 SIN 0,250 2,0 0,002 1,0 IND
MCA33 1,0 4,0 0,0625 0,250 2,0 0,750 IND 0,0625 0,03125 0,625 IND 0,0625 1,0 0,0152 0,562  SIN
NGY42 1,0 2,0 0,0625 0,250 0,500 0,500 SIN 0,0625 0,03125 0,5625 IND 0,0625 1,0 0,0156 0,812 IND
NGY50 0,500 2,0 0,250 0,125 0,250 0,500 SIN 0,125 0,125 0,750 IND 0,125 0,500 0,125 1,0 IND
NGY58 1,0 20 0,125 0,0625 1,0 0,5625 IND 0,0625 0,125 1,0625 IND 0,125 0,250 0,0312 0,500 SIN

* |solado submetido ao ensaio de tempo de morte

ICIF: indice da concentracdo inibitéria fracionada; INTER: interacéo; IND: indiferente; SIN: sinérgico.
TRU: Trichophyton rubrum; TME: Trichophyton mentagrophytes; MCA: Microsporum canis; NGY: Nannizzia gypsea.
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Figura 6. Curva do ensaio de tempo de morte para o clioquinol, terbinafina e ciclopirox olamina nas
suas concentracdes inibitérias minimas (A) e os agentes antiflingicos nas combinacdes duplas e tripla
(B) para o isolado TRUA47. O asterisco indica diferenca estatistica quando comparado ao controle sem
tratamento (*p<0,05).
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Figura 7. Curva do ensaio de tempo de morte para as combinac¢des entre clioquinol + terbinafina (A),
clioquinol + ciclopirox olamina (B) e clioguinol + ciclopirox olamina + terbinafina (C) comparando com
0s agentes antifingicos sozinhos na mesma concentracéo para o isolado do TRU47. O asterisco indica

diferencga estatistica quando comparado com o controle sem tratamento (*p<0,05).
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Figura 8. Porcentagem de leucécitos humanos viaveis apés exposicdo aos agentes antifungicos clioquinol (CLIO), terbinafina (TERB) e ciclopirox olamina (CICLO)
em suas concentrag@es inibitdrias minimas (clioquinol: 1,0 ug/mL; ciclopirox olamina: 2,0 pg/mL; terbinafina: 0,250 ug/mL) e, nas concentra¢des das combinacdes
duplas (clioquinol: 0,125 pug/mL; ciclopirox olamina: 0,5 pg/mL; terbinafina: 0,03125 pg/mL) e tripla (clioquinol: 0,125 pg/mL; ciclopirox olamina: 0,250 pug/mL;
terbinafina: 0,02125 ug/mL) , bem como aos agentes antifingicos combinados. Os asteriscos indicam diferenca estatistica em comparagdo com o controle

negativo (* p <0,05).
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O resultado do HET-CAM mostrou que o indice de irritabilidade para a
combinacéao de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL) foi 3,17; para
a combinacéao de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pug/mL) foi 2,83; e
para a combinacéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,250 pug/mL) +
terbinafina (0,03125 pg/mL) foi 3,41. Todas as combinagbes mostraram diferenga
estatisticamente significante (p<0,05) quando comparado ao controle positivo (indice
de irritabilidade = 19,81). Uma vez que todos as combinac¢des apresentaram indice de
irritabilidade menor que 5, elas foram classificadas como néo irritantes de acordo com
a metodologia utilizada. As reacgdes fisiologicas na membrana corioalantoide quando
submetidas as combinagdes e aos controles podem ser visualizadas na Figura 9. Além
disso, os resultados da avaliacdo histopatologica da pele da orelha de suinos
incubada com as combina¢gdes duplas de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina
(0,03125 pg/mL) e de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pg/mL) e com
a combinacao tripla de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,250 pg/mL) +

terbinafina (0,03125 pg/mL) ndo mostrou lesdes microscépicas como apresentado na

Figura 10.

Figura 9. Observacdo das reag®es fisiologicas na membrana corioalantoide quando submetidas as
cominacdes de agentes antifingicos e aos controles, de acordo com a metodologia Het- CAM.

1A. Combinagéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL);

2A. Combinagéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL) com ampliacao de 20x;
1B. Combinacéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pg/mL);

2B. Combinacéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pg/mL) com ampliacdo de 20x;
1C. Combinacéao de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,250 pg/mL) + terbinafina (0,03125
Hg/mL);

2C. Combinagéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,250 pg/mL) + terbinafina (0,03125

pg/mL) com ampliacao de 20x;
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1D. Controle negativo (solucdo salina 0.9%);

2D. Controle negativo (solugéo salina 0,9%) com ampliacéo de 20x;
1E. Controle positivo (NaOH 0,1M);
2E. Controle positivo (NaOH 0,1M) com ampliacdo de 20x.

Figura 10. Avaliacao histopatologica de células epidérmicas de orelha de suinos tratadas com as
combinacdes dos agentes antifingicos e os controles com ampliacdo de 100 e 400 vezes.

1A. Combinagéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL) com aumento de 100 vezes;
2A. Combinacéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pug/mL) com aumento de 400 vezes;
1B. Combinacéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pg/mL) com aumento de 100
vezes;

2B. Combinacéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox olamina (0,5 pg/mL) com aumento de 400
vezes;

1C. Combinacéao de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox (0,250 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL)
com aumento de 100 vezes;

2C. Combinacéo de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox (0,250 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL)
com aumento de 400 vezes;

1D. Controle negativo (PBS pH 7,0) com aumento de 100 vezes;

2D. Controle negativo (PBS pH 7,0) com aumento de 400 vezes;

1E. Controle positivo (NaOH 0,1M) com aumento de 100 vezes;

2E. Controle positivo (NaOH 0,1M) com aumento de 400 vezes.

Quando analisados os resultados da atividade das combinacbes dos
agentes antifingicos em cascos suinos, nota-se que tanto as combina¢des duplas
guanto a combinacgdo tripla apresentaram diferenca significativa quando comparado
ao controle ndo tratado. (Figura 11). Apesar de nao haver diferenga significativa entre
os tratamentos analisados, apenas as combinac¢des duplas conseguiram remover

100% das UFCs formadas nos cascos suinos.
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Figura 11. Contagem de unidades formadoras de col6nia por mL (UFC/mL) ap0s cascos suinos serem
tratados com a base de esmalte para unhas, bem como com a base com adi¢do das combina¢6es dos
agentes antifungicos [clioquinol (CLIO), terbinafina (TERB) e ciclopirox (CICLO)] nas combinac¢@es de
clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL), de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox (0,5
pg/mL) e da combinacdo tripla de clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox (0,250 pg / mL) + terbinafina
(0,03125 pg/mL). Os asteriscos indicam diferenca estatistica em compara¢édo ao controle ndo tratado
(* p <0,05).

Em relacédo ao efeito das combinacgdes frente aos pelos de origem animal,
a inibicdo da formacao do biofilme foi mais efetiva quando utilizado a combinacao
clioquinol (0,125 pg/mL) + ciclopirox (0,5 pg/mL) (Figura 12). Por outro lado, a
combinacéao de clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pug/mL) e a combinagé&o
tripla de clioquinol (0,125 pg / mL) + ciclopirox (0,250 pug / mL) + terbinafina (0,03125
png/mL) foram mais efetivas na erradicacdo do biofilme pré-formado, removendo quase

gue 100% das células
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Figura 12. Avaliacdo da eficacia da protecdo e remocao do biofilme fungico das combinacdes dos
antifingicos: clioquinol (0,125 pg/mL) + terbinafina (0,03125 pg/mL), clioquinol (0,125 pg/mL) +
ciclopirox (0,5 pug/mL), e clioquinol (0,125 pg / mL) + ciclopirox (0,250 pg/mL) + terbinafina (0,03125
pg/mL) em pelos de origem animal. (A) Porcentagem de inibicdo da formacgé&o do biofilme utilizando as
combinacdes dos agentes antiflingicos. (B) Porcentagem de erradicacéo do biofilme formado utilizando
as combinagbes dos agentes antifingicos. Letras diferentes demonstram diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).

Clioquinol (CLIO), terbinafina (TERB) e ciclopirox (CICLO)
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6. DISCUSSAO

A limitada eficacia da monoterapia de agentes antifiUngicos disponiveis no
mercado e a dificuldade de introduzir novos farmacos tornam a terapia combinada
uma estratégia terapéutica importante. Varios autores demonstraram interacoes
benéficas entre diferentes agentes antifingicos para diversas infec¢des fungicas
(Chang et al. 2017; Fuentefria et al. 2018; Hill e Cowen 2015; Martin-Pena et al. 2014),
tais como voriconazol + caspofungina no tratamento de aspergilose (Raad et al. 2015),
posaconazol + caspofungina no tratamento de candidiase (Chen et al. 2013), e
amorolfina + itraconazol (Tamura et al. 2014) bem como ciclopirox + terbinafina
(Gupta e Kohli 2003) em casos de dermatofitoses.

As associacdes duplas e tripla com clioquinol mostraram efeito sinérgico no
presente estudo, e essa complexa interacdo pode ser explicada pelo fato de cada um
dos trés farmacos ter efeito sobre diferentes alvos. O mecanismo antifingico de agéo
do clioquinol ndo é bem conhecido, mas recentemente Pippi et al. (2018) observaram
gue este farmaco apresenta acao na parede celular de dermatdfitos. Por outro lado, o
ciclopirox atua intracelularmente. A alta afinidade do ciclopirox por cations trivalentes,
como o Fe®', inibe enzimas dependentes de metais e afeta a producédo de energia nas
cadeias de transporte de elétrons nas mitocondrias, absorcdo de nutrientes e sintese
de proteinas e acidos nucleicos (Gupta et al. 2013). Ja a terbinafina inibe o esqualeno
epoxidase, uma enzima envolvida na biossintese de ergosterol (Baddley e Pappas
2005; Danielli et al. 2017; Salehi, Shams-Ghahfarokhi, e Razzaghi-Abyaneh 2018).

Assim, uma acdo na parede celular dos dermatofitos causada pelo
clioquinol pode facilitar a penetragcéo da terbinafina e do ciclopirox olamina na célula,
aumentando a quantidade de farmaco intracelular disponivel para exercer seu efeito.
Esse evento pode resultar na morte répida da célula em doses mais baixas de
antifingicos e justifica as interagdes sinérgicas das combinacfes aqui avaliadas. Além
disso, a maior frequéncia de sinergismo triplo em comparacdo com o0s dois
sinergismos duplos pode estar relacionada ao aumento do influxo de ciclopirox
olamina como resultado da alteracéo da permeabilidade na membrana celular fungica
causada pela terbinafina, a qual diminui a quantidade de ergosterol.

Existem poucos dados disponiveis sobre combinac¢des antifungicas triplas.
Dannaoui et al. (2004) e O'Shaughnessy et al. (2006) relataram combinacao sinérgica
in vitro de caspofungina + flucitosina + anfotericina B e caspofungina + flucitosina +

voriconazol para Aspergillus spp., respectivamente (Dannaoui, Lortholary e Dromer
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2004; O’Shaughnessy et al. 2006). Odds (1982) também descreveu sinergismo para
combinacdo tripla. Eles observaram que a anfotericina B + flucitosina + miconazol ou
cetoconazol era sinérgico para Candida spp. e A. fumigatus.

Em humanos, existem poucos relatos de casos com resultados bem-
sucedidos com terapia antifungica tripla. Tascini et al. (2003) descreveram um
tratamento bem-sucedido com anfotericina B + itraconazol + caspofungina e Sims-
McCallum (2003) relatou um tratamento com anfotericina B + caspofungina +
voriconazol, ambos em pacientes com aspergilose. Para fungos dermatofiticos,
estudos de interacdo tripla ainda ndo foram descritos na literatura até o momento.

O estudo do sinergismo aqui avaliado demonstrou que a combinacéo tripla
aumentou o espectro de agcdo em comparacdo com as combinac¢des duplas, pois um
ndamero maior de isolados foi suscetivel a menores concentragdes quando todos os
trés antifingicos estavam associados. No entanto, o0 método checkerboard n&o leva
em consideracdo as mudancas dinadmicas no crescimento e a suscetibilidade do fungo
ao longo do tempo (Kaur e Kakkar 2010). Portanto, as curvas de tempo de morte foram
usadas para obter informacgdes detalhadas sobre a eficacia antifingica em funcéao do
tempo e da concentracdo/associacao. Clioquinol, ciclopirox olamina e terbinafina
demonstraram efeito fungicida dependente da concentracao e do tempo de exposi¢cao
(Figura 6A), bem como relatado anteriormente por Pippi et al. (2017), Kaur e Kakkar
(2010) e Subissi et al. (2010), respectivamente.

A combinagdo tripla de clioquinol + ciclopirox olamina + terbinafina mostrou
diferenca significativa (p < 0,05) quando comparada aos agentes antifungicos isolados
nas mesmas concentracfes, mostrando que a interacao tem um carater sinérgico para
o isolado TRU47, como também indicado no checkerboard (Figura 7C). As
combinagcdes duplas (clioguinol + terbinafina; e clioquinol + ciclopirox olamina)
apresentaram o mesmo comportamento (Figura 7A e 7B) corroborando também com
0 checkerboard. Todos os tratamentos mostraram diferengca estatisticamente
significativa em comparacdo ao controle ndo tratado, exceto ciclopirox olamina na
concentracéo 0,25 pg/mL (Figura 6 e 7).

A analise estatistica demonstrou que a combinacao clioquinol + terbinafina
e a combinacdo tripla ndo apresentou diferenca estatistica entre elas para o isolado
TRU 47. Portanto, a adicao de ciclopirox olamina ndo pareceu influenciar no efeito
antifingico das associacfes para este isolado. Ainda assim, essas combinacoes

foram mais eficazes que a combinacao de clioquinol + ciclopirox olamina (p < 0,05).
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A combinagéao de clioquinol + terbinafina foi estatisticamente melhor do que
todos os antifingicos testados em suas CIMs e essa combinacdo mostrou um efeito
fungicida mais rapido que todos os outros tratamentos (48 h). A combinacéo tripla
também foi estatisticamente melhor que a CIM de clioquinol e do ciclopirox olamina, e
nao mostrou diferenca para a CIM da terbinafina. No entanto, a combinacéo tripla tem
a vantagem de apresentar uma dose mais baixa de terbinafina (oito vezes menor que
a CIM) e aumentar o espectro de acdo. Por outro lado, a combinacéo clioquinol +
ciclopirox olamina apresenta menor efeito que a CIM de terbinafina e do clioquinol, e
nao mostrou diferenca significativa para CIM do ciclopirox olamina. Apesar do efeito
mais baixo do que os antifungicos isolados, é importante destacar que as
concentracfes usadas na combinacgao clioquinol + ciclopirox olamina sao oito vezes
menores que a CIM do clioquinol e quatro vezes menores que a CIM do ciclopirox
olamina.

A utilizacao de tecidos ex vivos em um ambiente artificial pode estabelecer
condicbes favoraveis para o desenvolvimento de uma condicdo infecciosa,
preservando parcialmente a estrutura dos tecidos e os diferentes tipos celulares
presentes. Desta forma, os modelos ex vivo tem se tornado uma alternativa atraente
nos ensaios de desenvolvimento de novas formulagdes antifingicas, tendo a
vantagem de nao precisar da aprovacdo de um comité de ética (Lossi e Merighi 2018;
Rosso 2014).

Quando analisado os resultados do modelo de onicomicose, podemos
observar que as combinacdes duplas (clioquinol + terbinafina e clioquinol + ciclopirox
olamina) demonstraram ser uma opcao terapéutica interessante, uma vez que
conseguiram inibir 100% do crescimento fungico. Além disso, ndo demonstraram
nenhum crescimento ao analisar a recidiva. Estudos anteriores mostram que a
erradicacao completa da onicomicose com a utilizacdo de esmalte de ciclopirox
olamina 8% se da em poucos casos (em torno de 8,5% dos casos) e com mais de 48
semanas de tratamento (Lipner 2019). Santos e Hamdan (2006) demonstraram que a
utilizacdo da associacao de ciclopirox olamina + cetoconazol e ciclopirox olamina +
itraconazol é mais eficiente que a monoterapia. Além disso, estudos prévios também
mostraram que a utilizagcdo da amorolfina em combinagdo com terbinafina tem
resultados satisfatorios para o tratamento de onicomicose, sendo uma estratégia para
combater tal infeccdo (Baran et al. 2007; Evans 2003). A vantagem da utilizacdo da

terapia combinada utilizando forma oral e topica concomitantemente no tratamento da
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onicomicose, como no caso de clioguinol + terbinafina, é que os agentes antifingicos
conseguem penetrar na unha por duas regifes distintas: os orais atingem o patégeno
fungico através do leito ungueal (parte debaixo das unhas), enquanto que os topicos
sdo absorvido através da queratina na superficie da unha e, dessa forma, leva a
efeitos complementares no tratamento (Evans 2003).

Quando submetidos ao tratamento de dermatofitoses os cées sao tratados
com xampu contendo cetoconazol ou miconazol e pesquisas ja demonstraram que a
utilizacdo desses agentes antifingicos sozinhos ndo é tao eficiente, tendo que ser
associados com outro componente, como, por exemplo, a clorexidina, para melhorar
a atividade (Perrins e Bond 2003). Existem formulacdes disponiveis no mercado em
associacado com clorexidina, porém, este € um antimicrobiano de amplo espectro nédo
muito indicado para o tratamento de dermatofitoses, uma vez que sua principal
indicagdo € antibacteriana (Mueller et al. 2012). Entretanto, alguns estudos
comprovaram o efeito sinérgico da associacdo de clorexidina com miconazol e
cetoconazol para dermatéfitos (Moriello 2017; Moriello e Verbrugge 2007). Além disso,
apesar da forma topica da terbinafina ser raramente estudada (Moriello et al. 2017,
Nam et al. 2013), existem relatos que demonstraram a eficacia do xampu veterinario
contendo cloridrato de terbinafina associado a gluconato de clorexidina em caes com
dermatofitose (Nam et al. 2013), mostrando que associacdes de antimicrobianos
podem ser uma opc¢ao terapéutica importante para tratar esses animais.

Nosso estudo também demonstra resultados satisfatérios quando
antimicrobianos sdo associados a fim de tratar ou prevenir dermatofitoses que
acometem pelos de animais domésticos. Até o momento, nenhum estudo similar
utilizando ciclopirox olamina, clioquinol e terbinafina foi relatado na literatura. No
presente estudo a associagcdo de clioquinol + ciclopirox olamina demonstrou ser
efetiva na inibicdo da formacéo de biofilme em pelos de origem animal, podendo, no
futuro, ser uma alternativa terapéutica de sucesso na prevencdo de infec¢des por
dermatofitos. Entretanto, quando abordado a remocéao do biofilme formado nos pelos,
as associac0Oes clioquinol + terbinafina e clioquinol + ciclopirox olamina + terbinafina
mostraram ser mais eficazes, o que sugere uma utilizagéo futura como alternativa aos
tratamentos convencionais de dermatofitoses com xampu contendo miconazol ou
cetoconazol (Perrins e Bond 2003). Assim, esta pesquisa mostra um campo a ser
explorado, pois os resultados encontrados sdo motivadores e o efeito do clioquinol em

combinacgéao com farmacos antifingicos é um achado sem precedentes.
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Os resultados obtidos no ensaio de viabilidade celular demonstraram
melhores resultados para a combinacédo de clioquinol + terbinafina, uma vez que esta
combinacao foi a Unica que ndo apresentou citotoxidade em leucdcitos humanos.
Pinto, Sandoval, e Vargas (2019) demonstraram que a terbinafina em uma
concentracéo de 0,3 pg/mL exibe citotoxicidade na cultura de células VERO. Assim,
0s resultados obtidos aqui sdo altamente relevantes uma vez que baixas
concentracfes de agentes antifUngicos foram combinadas e obteve-se melhor acéo e
menor toxicidade.

Além disso, os resultados de baixa toxicidade obtidos para as combinacdes
na avaliacdo histopatologica sdo extremamente satisfatérios e corroboram com a
baixa irritabilidade encontrada na membrana corioalantoide. Essas propriedades séao
algumas das caracteristicas importantes na avaliacdo e desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas no tratamento de dermatofitoses, visto que a terapia tépica €
a mais utilizada nesses casos, e a formulacdo pode permanecer por um periodo
prolongado em contato com a pele (Gupta, Agrawal, e Vyas 2012).

Quando usado topicamente, o clioquinol pode produzir irritacdo da pele,
prurido, eritema, inchago ou dor em concentragdes usuais (Beck e Wilkinson 1994;
Kero, Hannuksekla, e Sothman 1979; Morris et al. 2002; Mussani, Poon, and
Skotnicki-grant 2013). Foti et al (2001) relataram um caso de dermatite de contato
guando utilizado o ciclopirox olamina em doses usuais, farmaco este amplamente
utilizado como tépico. Da mesma forma, foi relatado por Bhari et al. (2017) um caso
de dermatite alérgica ao utilizar terbinafina. Entretanto, esses achados sao
considerados raros. Ao associar clioquinol aos outros agentes antifungicos, as
concentracdes utilizadas sdo menores e, desta forma a toxicidade dos compostos
pode ser diminuida. Porém, testes in vivo ainda sdo necessarios para analisar a acao
antifangica dos farmacos associados, bem como as respostas toxicolégicas.

Esses achados sao extremamente relevantes visto que as formulagdes
disponiveis no mercado para o tratamento de dermatofitoses tem baixa eficacia. Além
disso, os resultados deste trabalho sdo interessantes para a area veterinaria, visto que
nao existe formulacao de uso topico contendo clioquinol, apenas em apresentacao de
uso humano que pode ser utilizada em animais. Desta forma, a utiliza¢&o de clioquinol
em formulacdes neste campo se torna uma alternativa terapéutica que pode ser
explorada.

Os relatérios clinicos sugerem que a combinagao entre antifingicos orais e
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tépicos (por exemplo, ciclopirox olamina tépico e terbinafina oral ou morolfina topica e
terbinafina oral), administrados por um periodo mais curto em comparacdo com o0
regime padrdo, podem resultar em taxas de cura tdo boas quanto ou melhores que o
regime de monoterapia oral indicado (Gupta e Lynch 2004; Evans 2003). A penetragao
de drogas em diferentes partes da unha, pele ou pelo, e mecanismos de acao
complementares podem contribuir para o sucesso da terapia combinada (Evans
2003). Alem disso, a combinacao ciclopirox olamina e terbinafina também demonstrou
sinergia contra espécies ndo dermatofiticas como por exemplo Fusarium solani,
Scytalidium dimidiatum, Scopulariopsis brevicaulis (Gupta e Kohli 2003)

Por fim, os experimentos e resultados encontrados no presente estudo séo
representados de forma esquematica na Figura 13. Eles tem grande importancia no
atual cenario devido a falta de resposta a terapia antifingica e as altas taxas de
recidiva, apontando para a necessidade de uma mudanca na abordagem do

tratamento de dermatofitoses (Scher e Baran 2003).
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Dermatofitoses
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Figura 13. Representacdo esquematica dos principais resultados obtidos no trabalho
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7. CONCLUSAO

e Todas as combinacdes duplas e triplas testadas exibiram um efeito fungicida
dependente do tempo para o isolado TRU47 testado;

e A combinacgdo de clioquinol + terbinafina foi tdo ativa quanto a combinagé&o
tripla. Desta forma, ndo ha a necessidade do ciclopirox olamina para obter o mesmo
efeito;

e Quando associado o clioquinol + ciclopirox olamina, o efeito fungicida se da
em 120h, um periodo de tempo prolongado, em relacdo as outras combinacfes
testadas;

e A combinacéo tripla também demonstrou o efeito fungicida para o isolado
testado (em 96h), tendo o mesmo efeito do que a combinacdo dupla de clioquinol +
terbinafina. Porém, tem a vantagem de aumentar o espectro de agdo em comparacao
com as combinagdes testadas;

e As combinacdes clioquinol + ciclopirox olamina e clioquinol + ciclopirox olamina
+ terbinafina apresentaram carater citotoxico em leucécitos humanos. Entretanto, a
combinacédo clioquinol + terbinafina ndo apresentou citotoxicidade e, portanto,
demonstra-se como uma opc¢ao interessante no tratamento de dermatofitoses;

¢ Ao realizar os ensaios de avaliacdo histopatoldgica e de irritabilidade todas as
combinagdes testadas ndo apresentaram reacéo de toxicidade;

¢ A utilizagdo das associagcdes duplas de clioguinol + terbinafina e clioquinol +
ciclopirox olamina no tratamento da onicomicose obtiveram melhores resultados
guando comparadas com a associagao tripla e, portanto, podem se tornar opgdoes
terapéuticas no tratamento dessas infecc¢des fungicas.

ePara a prevencao da formacéo de biofiime em pelos de origem animal, a
associacado clioquinol + ciclopirox olamina conseguiu atingir melhores resultados
guando comparada com as demais. Entretanto, na erradicacdo do biofilme pré-
estabelecido, a associagao clioquinol + terbinafina e a combinacéao tripla apresentou
os melhores resultados;

¢ A associac¢ao de clioquinol + terbinafina demonstrou ser a melhor op¢éo para o
tratamento de dermatofitose, uma vez que ndo apresentou toxicidade nos ensaios,

teve o efeito fungicida mais rapidamente (48h) e demonstrou ser efetiva quando
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utilizada nos modelos ex vivo, mostrando, assim, ser promissora em terapia
antifingica topica e sistémica;

¢ A inclusdo de clioquinol em combinacdo com antifingicos no tratamento da
dermatofitose pode ser uma importante estratégia terapéutica para superar problemas

relacionados a resisténcia, espectro de acdo e toxicidade dos antifungicos atuais

utilizados na clinica médica;
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8. PERSPECTIVAS

Com o proposito de desenvolver uma formulagdo comercial, estudos em
mamiferos sdo necessérios e devem ser conduzidos em breve para realizar a
caracterizagdo farmacocinética das combinacdes a fim de obter a dosagem correta,
além de avaliar a acéo antifungica e toxicoldgica nesses animais também.

No futuro proximo, também pretendemos realizar estudos da atividade
antifingica de farmacos, novos compostos em desenvolvimento e associacdo de
antimicrobianos sobre infeccdo dermatofitica sistémica estabelecida em D.
melanogaster. As associacfes duplas e triplas abordadas nesse trabalho seréo

testadas nas moscas em breve.
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10. APENDICES

10.1 Artigo 1

O artigo intitulado “In vitro antidermatophytic synergism of double and triple
combination of clioquinol with ciclopirox and terbinafine” foi aceito na revista Mycoses,

na qualidade de “Artigo Original”.
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Abstract

Background: Dermatophytosis are the most frequent fungal infections
worldwide and there have been described clinical resistance to the commonly used
antifungals. Clioquinol is an antimicrobial that had the oral formulations withdrawn from
the market in the 70's due report of neurotoxicity and recently has been considered as
an effective alternative for treatment of dermatophytosis. Objectives: To evaluate the
effect of the double and triple association between clioquinol with terbinafine and
ciclopirox on clinical isolates of dermatophytes. The cytotoxicity of these associations
on human leukocytes was also verified. Methods: Checkerboard method was used to
evaluate the interaction between antifungal agents. Time kill assay were used to verify
fungicidal action and evaluate the combination with greater effect for TRU47 isolate.
Cell viability was assessed by loss of integrity of the leukocyte membrane in order to
verify the toxicity. Results: Synergistic interaction was observed in 42% of isolates
when terbinafine was associated with clioquinol and in 50% of isolates when ciclopirox
was associated with clioquinol. The triple association resulted in synergistic interaction
for 75% of the isolates. Clioquinol + terbinafine and triple combination were more
effective for TRU47 isolate and the combinations exhibited a time-dependent fungicidal
effect. Furthermore, the results of cell viability demonstrated that clioquinol and
terbinafine combination are not cytotoxic to human leukocytes. Conclusions:
Clioquinol in combination with antifungals in the treatment of dermatophytosis can be
a therapeutic strategy to overcome problems related to resistance, action spectrum

and toxicity of the antifungal drugs used in the clinic.

Keywords: dermatophytes, synergism, clioquinol, terbinafine, ciclopirox.
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1. Introduction

The cutaneous mycoses, mainly caused by dermatophyte fungi, are among the
most common fungal infections worldwide, affecting several age groups and adversely
affecting the quality of life of infected patients. Although these dermatoses are not
serious in terms of mortality and morbidity, they cause substantial discomfort to
patients. It is estimated that superficial fungal infections affect roughly 20-25% of the
world population.t?

Dermatophytes are fungi that invade and multiply within keratinized tissues
(skin, hair, and nails) causing infection and are mainly represented by the genera
Trichophyton, Epidermophyton, Microsporum, Arthroderma, Lophophyton and
Nannizzia®>4> Symptoms may be mild or severe based on the host's immunologic
condition. Typical lesions of skin infection are circular, erythematous and pruritic, and
are the result of direct action of the fungus or hypersensitivity reactions to the
microorganism and/or its metabolic products.’® These mycoses are highly contagious
diseases that can be transmitted to animals and human, especially pregnant women,
young children, elderly people and immunocompromised individuals.’

The main antifungal agents used for the treatment of dermatophytoses are
terbinafine, ciclopirox and griseofulvin.?8° However, there have been reports of clinical
resistance to these antifungals and significant liver toxicity for some drugs such as
terbinafine.181° Furthermore, dermatophytosis are often associated with recurrence
after discontinuation of antifungal therapy. In the absence of effective monotherapy,
combined therapies are being clinically used as therapeutic strategy.!' Potential
benefits of combination therapy with antifungals include: overcoming of fungal
resistance, expansion of the action spectrum, improvement of the clinical efficacy of
drugs and reduction of the doses administered resulting in lower toxicity and decrease
of side effects in the host.11.12.13

Clioquinol  (5-chloro-7-iodo-8-hydroxyquinoline) is a dihalogenated 8-
hydroxyquinoline which was widely used in human medicine from the 1950s to 1970s
as an oral antiparasitic agent and for skin infections. In the 1970s oral clioquinol was
withdrawn from the market due to reports of neurotoxicity in Japanese patients.
However, topical formulations of clioquinol are still available.'* Properties such as
antifungal, bactericidal and antiproliferative agent have been reported for clioquinol

and others 8-hidroxiquinoline derivatives.'® Current studies have shown that clioquinol
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inhibits effectively Candida spp. and dermatophytes with rare reports of resistance.®

In this context, the aim of the present study was to evaluate the effect of the
double association between clioquinol with terbinafine and ciclopirox against clinical
isolates of dermatophytes, as well as a triple association of these agents. The
cytotoxicity of these association on human leukocytes was also verified.

2. Material and methods

2.1 Fungal Isolates
A total of 12 isolates were included in this study: N. gypsea (early classified M.
gypseum) (3), M. canis (3), T. mentagrophytes (3) and T. rubrum (3). All strains were
deposited in the Mycology Collection of Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Porto Alegre, Brazil) and originated from the National Programme of Quality Control

of Brazil, nail and skin scrapes.

2.2 Antifungal compounds
The drugs for this study were prepare according to CLSI recommendations
(protocol M38-A2). The stock solutions for clioquinol (Sigma-Aldrich, USA), ciclopirox
(Sigma-Aldrich, USA) and terbinafine (Sigma-Aldrich, USA) were prepared in
dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich, USA) (Figure 1). For the experiments, the
compounds were diluted in RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich, USA) to obtain a

maximum concentration of 1% DMSO.

2.3 Antifungal susceptibility testing
The minimum inhibitory concentrations (MIC) of the antifungal agents clioquinol,
ciclopirox and terbinafine for the all isolates were determined by the broth microdilution
method according protocol M38-A2.1" Two-fold serial dilutions were realized in RPMI
1640 medium and the concentration tested were in the range of: 0.0156 — 8.0 pg/mL
for clioquinol, 0.06-32 pug/mL for ciclopirox and 0.001-0.5 pug/mL for terbinafine as CLSI
recommends. The concentrations established as MIC were those that showed 100%

inhibition of lineage growth in five days of incubation at 32°C.

2.4 Checkerboard assay

The interaction of clioquinol with ciclopirox and terbinafine was evaluated for the
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all isolates using the checkerboard method.'® The concentrations tested varied from:
MIC/8, MIC/4, MIC/2, MIC, MICx2, MICx4 and MICx8 for each antifungal compound,
resulting in 49 combinations. The experiments were performed in triplicate and
incubated at 32°C for 5 days.

The effect of the interaction was defined quantitatively as a fractional inhibitory
concentration index (FICI) expressed as the sum of the fractional inhibitory

concentrations (FIC), as defined by the following equation:

MIC, in combination MICg in combination
MIC4 tested alone MICpgtested alone

Synergism was defined when FICI < 0.5, indifference when 0.5 <FICI < 4 and

antagonism when FICI > 4,19

2.5 Three-Dimensional Checkerboard

The three-dimensional checkerboard assay combining clioquinol, terbinafine
and ciclopirox was performed according to Stein et al. (2015)?%°, with slight
modifications. The wells of a microwell plate were filled with 100 ul of solution of the
three antifungal agents in different combinations of concentrations and 100 ul of the
fungal suspensions. For each isolate and antifungal agent the selected concentration
ranges depended on previously determined MICs, as showed in scheme 1. The
concentrations tested varied from: MIC/8, MIC/4, MIC/2, MIC and MICx2 for each
antifungal compound, establishing in total 125 combinations. The microwell plates
were incubated at 32°C for 5 days and the experiment was realized in duplicate.?9?!
The fractional inhibitory concentration index (FICI) for triple antifungal combination was
calculated as follows:

FICI = FIC, + FICg + FIC¢

_ MIC, in combination 4 MICg in combination N MIC. in combination
"~ MIC, tested alone MICgtested alone MICctested alone

Synergism was defined when FICI < 0.75, indifference when 0.75 <FICI < 4 and

antagonism when FICI > 4,22

2.6 Time Kill Assay
The time kill assay was performed with a representative strain of T. rubrum

(TRU47) which presented synergistic effect when tested with all combinations of
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antifungal agents (clioquinol + ciclopirox, clioquinol + terbinafine and clioquinol +
ciclopirox + terbinafine). The assay was performed as described by Ghannoum et al.
(2013) with modifications.?® The concentrations tested were: MICs of antifungals
agents alone (clioquinol at 1.0 pg/mL; ciclopirox at 2.0 pg/mL; and terbinafine at 0.250
png/mL), MICs obtained in double combination (clioquinol at 0.125 pug/mL; ciclopirox at
0.500 pg/mL; and terbinafine at 0.03125 pg/mL), MICs obtained in triple combination
(clioquinol at 0.125 pg/mL; ciclopirox at 0.250 pg/mL; and terbinafine at 0.03125
pg/mL) and the synergistic associations (clioquinol at 0.125 pg/mL + ciclopirox at 0.500
ug/mL; clioquinol at 0.125 pg/mL + terbinafine at 0.03125 pg/mL; and clioquinol at
0.125 pg/mL + ciclopirox at 0.250 pg/mL + terbinafine at 0.03125 pg/mL). The
experiments were performed in triplicate and incubated at 32°C. At predetermined time
points (0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h and 120 h), an aliquot was removed from each tube
and serially diluted until 10-? with sterile water. Then, an aliquot was removed from the
test solution and from dilutions and seeded with the help of the Drigalsk spreader on
Sabouraud dextrose agar plates with chloramphenicol. After incubation at 32°C for 96
h the colonies were counted for determination of logio CFU/mL.

Fungicidal effect was considered when there was = 99.9% decrease in the
logio of the number of CFU/mI compared with starting inoculum and the count of the
CFU were used to verify which treatment was more efficient. Statistical analysis was
performed with Two-way ANOVA as well as Tukey's multiple comparisons test
(GraphPad Prism software; version 6.0;). P < 0.05 was considered statistically

significant

2.7 Cytotoxicity

Cell culture was prepared using 1 mL of venous blood collected by venipuncture
of an adult volunteer having over 18 years of non-use of medication (All the consents,
procedures and documents were approved by Universidade Federal do Rio Grande
do Sul - Ethical Committee under authorization number 666.655/2014). Lymphocytes
obtained by centrifugation gradient were transferred to the culture medium containing
9 mL of RPMI 1640 medium with 10% fetal bovine serum and 1%
streptomycin/penicillin. Cell culture flasks were stoved at 37 °C for 72 hours according
Santos Montagner et al. (2010). The concentrations tested are the same as the time
kill assay.

Cell viability was assessed by loss of integrity of the leukocyte membrane using
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the trypan blue dye according to Burow et al. (1998). The method uses leukocytes that
are submitted to the Turk reagent and an aliquot is visualized in the Neubauer chamber
(400X magnification). Dead cells acquire blue staining, differently from living cells. A

total of 300 cells were counted.

3. Results

In the antifungal susceptibility test the range of concentrations obtained was:
0.5 - 2.0 pg/mL for clioquinol, 1.0 - 4.0 pg/mL for ciclopirox and 0.016 - 0.500 pg/mL
for terbinafine. The results obtained from the double and triple checkerboard are
presented in Table 1. Synergistic interaction was observed in 42% of isolates when
terbinafine was associated with clioquinol and in 50% of isolates when ciclopirox was
associated with clioquinol. The triple association resulted in synergistic interaction for
75% of the isolates. No case of antagonism was observed. All combinations tested
have synergistic effect on the TRU47 isolate.

The antifungal agents (MIC) as well as the double and triple associations
exhibited a time-dependent fungicidal effect on TRU47 (Figure 2). Clioquinol (MIC: 1.0
ng/mL) showed fungicidal effect (> 99.9% reduction in CFU) at 96 h, terbinafine (MIC:
0.25 pg/mL) at 72h and ciclopirox (MIC: 2.0 pg/mL) at 120 h. For clioquinol (0.125
png/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) combination and clioquinol (0.125 pg/mL) +
ciclopirox (0.5 pg/mL) combination, this effect was observed at 48 h and 120 h,
respectively. For clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 pug/mL) + terbinafine
(0.03125 pg/mL) association, the fungicidal effect was observed at 96h (Figure 3). As
expected, the sub-inhibitory concentrations of the antifungal agents did not show
fungicidal activity at any time (Figure 2B).

The results of cell viability demonstrated that clioquinol + terbinafine are not
cytotoxic to human leukocytes since this group showed no statistical difference
compared to the control without treatment, unlike the combination of clioquinol +
ciclopirox and the triple combination where there is significant difference. Ciclopirox in
the MIC (2.0 pg/mL) also demonstrated statistical difference when compared to the

control without treatment (Figure 4).
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4. Discussion

Several authors have demonstrated the beneficial interactions between
different antifungal agents.'1242526 Double and triple associations using
clioquinol showed synergistic effect in the present study and this complex
interaction can be explained by the fact that each of the three drugs has
simultaneous effect on different targets. The antifungal mechanism of action of
clioquinol is not well understood but recently Pippi et al. (2018) observed that it
acts on the cell wall of dermatophytes. On the other hand, ciclopirox acts
intracellularly.?” The high affinity of ciclopirox for trivalent cations, such as Fe®*,
inhibits metal-dependent enzymes and affects the energy production in the
electron transport chains in the mitochondria, absorption of nutrients and
synthesis of proteins and nucleic acids.?® In contrast, terbinafine inhibits the
squalene epoxidase, an enzyme involved in ergosterol biosynthesis.2930:31

So, an action on the cell wall of dermatophytes caused by clioquinol can
facilitate the penetration of terbinafine and/or ciclopirox into the cell increasing
the amount of available intracellular drug to exert its effect. This event can result
in rapid death of the cell in lower doses of antifungals and justifies the synergistic
interactions from the combinations evaluated here. In addition, the higher
frequency of triple synergism compared to both double synergisms may be
related to increased influx of ciclopirox as a result of permeability changes in the
fungal cell membrane caused by decreased amount of ergosterol by terbinafine
effect.

There are little data available on triple antifungal combinations. Dannaoui
et al. (2004) and O’Shaughnessy et al. (2006) reported in vitro synergistic
combination of caspofungin + flucytosine + amphotericin B and caspofungin +
flucytosine + voriconazole for Aspergillus spp., respectively. Odds F (1982) also
described synergism for triple combination.?23232 They observed that
amphotericin B + flucytosine + miconazole or ketoconazole was synergistic for
Candida spp. and A. fumigatus.

In humans, there are few case reports of successful outcome with triple
antifungal therapy. Tascini et al. (2003) described a successful treatment with
amphotericin B + itraconazole + caspofungin and Sims-McCallum (2003)

reported a treatment with amphotericin B + caspofungin + voriconazole, both in



66

patients with aspergillosis.3*3% For dermatophytic fungi, triple interaction studies
have not yet been found in the literature to date.

Checkerboard assay demonstrated that the triple combination increased
the action spectrum compared to double combinations since larger numbers of
isolates were susceptible when all three antifungals were associated. However,
checkerboard method not taken into account the dynamic changes in growth and
susceptibility over the studied time.36:37 So, time kill curves were used to obtain
detailed information about the antifungal efficacy as a function of both time and
concentration/association. Clioquinol, ciclopirox and terbinafine demonstrated
fungicidal effect depending on the concentration and exposure time (figure 1A)
as well as previously reported by Pippi et al. (2017), Kaur & Kakkar (2012) and
Subisse et al. (2010), respectively.16:37:38

Statistical analysis demonstrated that clioquinol + terbinafine and triple
combination presented no difference between them for TRU 47 isolate. So, the
addition of ciclopirox did not appear to influence in the antifungal effect of the
associations for this isolate. Besides that, they were more effective than clioquinol
+ ciclopirox combination.

In addition, terbinafine + clioquinol combination was statistically better than
all antifungals tested in their MICs and this combination showed a fungicidal effect
faster than all other treatments (48 h). The triple combination also was statistically
better than the MIC of clioquinol and ciclopirox, and showed no difference to MIC
of terbinafine. However, the triple combination has the advantage of presenting
a low dose of terbinafine (eight times lower than MIC) and increasing the
spectrum of action. On the other hand, clioquinol + ciclopirox combination present
less effect than the MIC of terbinafine and clioquinol, and there was no significant
difference to MIC of ciclopirox. Despite the lower effect than antifungals alone, it
is important to note that the concentrations used in the clioquinol + ciclopirox
combination are eight times lower than the MIC of clioquinol and four times lower
than the MIC of ciclopirox. Cell viability results corroborate what was reported in
the time kill assay, demonstrating that the double association of clioquinol +
terbinafine seems to present the best results, since it was not toxic in human
leukocytes. Pinto et al. 2019 demonstrated that terbinafine at a concentration of

0.3 pg/mL exhibits cytotoxicity in VERO cell culture.®® Thus, the results obtained
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here are highly relevant since low concentrations of antifungal agents were
combined and better action and less toxicity were obtained

This research shows a field to be explored since the results found are
motivating and the effect of clioquinol in combination with antifungal drugs is an
unprecedented finding

The results found in the present study are of great value due failure to
respond to therapy and high relapse rates point to the need for a shift in the
approach of dermatophytosis treatment.*® Clinical reports suggest that
combination between oral and topical antifungal agents (eg, topical ciclopirox and
oral terbinafine or topical morolfine and terbinafine oral), administered for a
shorter period of time compared with the standard regimen, may results in cure
rates as good as or better than the indicated oral monotherapy regimen. Drug
penetration to different parts of the nail or skin and complimentary mechanisms
of action may contribute to the success of combination therapy.4#? Furthermore,
ciclopirox and terbinafine combination also demonstrated synergy against
various non-dermatophyte strains.3¢ However, the pharmacokinetics of the use
of cliouginol associated with terbinafine e ciclopirox has not yet been described.
Therefore in vivo studies are necessary to safely establish the use of these
associations.

Finally, the triple association and double association between clioquinol +
terbinafine appear to be the best choice to treat dermatophytosis. Clioquinol +
terbinafine combination has the advantage of arriving the fungicidal effect more
quickly and it's not cytotoxic, and is so active when the triple combination, not
requiring ciclopirox to achieve the same effect. On the other hand, the triple
association increased the action spectrum.

In this context the inclusion of clioquinol in combination with antifungals in
the treatment of dermatophytosis can be an important therapeutic strategy to
overcome problems related to resistance, action spectrum and toxicity of the

current antifungal drugs used in the medical clinic.
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Figure 1. Chemical structure of clioquinol (A), ciclopirox (B) and terbinafine (C).
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Scheme 1. Schematic representation of three-dimensional checkerboard technique

using clioquinol, ciclopirox and terbinafine (da Costa, 2020).



73

Table 1. Minimal inhibitory concentration (MIC) of clioquinol (CQ), ciclopirox (CP) and terbinafine (TB) tested alone and in
combination against dermatophytes.

MIC combination (ug/mL)

MIC combination (ug/mL)

MIC combination (ug/mL)

ISOLATES MIC (ug/mL) Clioquinol + Ciclopirox Clioquinol + Terbinafine Clioquinol + Ciclopirox + Terbinafine
CQ CP TB CQ CP FICI INTER CQ TB FICI INTER CQ CP B FICI  INTER
TRU45 0.500 2.0 0.0625 0.250 0.250 0.625 IND 0.125 0.155 0.500 SYN 0.125 0.500 0.0156 0.750 SYN
TRU4T7* 1.0 20 0.500 0.125 0.500 0.375 SYN 0.125 0.0625 0.250 SYN 0.125 0.250 0.03125 0.312 SYN
TRU51 1.0 20 0.500 0.500 0.250 0.625 IND 0.125 0.125 0.375 SYN 0.0625 0.250 0.0625 0.312 SYN
TMEG0 1.0 1.0 0.062 1.0 1.0 1.250 IND 1.0 0.0077 1.125 IND 0.0625 0.250 0.0312 0.625 SYN
TME16 05 1.0 0.500 0.500 0.250 1.250 IND 0.0625 0.250 0.375 SYN 0.0625 0.125 0.0625 0.375 SYN
TME32 1.0 20 0.0625 0.250 0.125 0.375 SYN 0.500 0.001 0.516 IND 0.250 0.250 0.0156 0.625 SYN
MCAO01 1.0 20 0.500 0.125 0.250 0.375 SYN 0.0625 0.248 0.625 IND 0.125 0500 0.125 0.625 SYN
MCA29 1.0 4.0 0.008 0.250 0.125 0.281 SYN 0.250 0.001 0.375 SYN 0.250 2.0 0.002 1.0 IND
MCA33 1.0 4.0 0.0625 0.250 2.0 0.750 IND 0.0625 0.03125 0.625 IND 0.0625 1.0 0.0152 0.562 SYN
NGY42 1.0 20 0.0625 0.250 0.500 0.500 SYN 0.0625 0.03125 0.5625 IND 0.0625 1.0 0.0156 0.812 IND
NGY50 0.500 2.0 0.250 0.125 0.250 0.500 SYN 0.125 0.125 0.750 IND 0.125 0.500 0.125 1.0 IND
NGY58 1.0 20 0.125 0.0625 1.0 0.5625 IND 0.0625 0.125 1.0625 IND 0.125 0.250 0.0312 0.500 SYN

* |solate submitted to time Kkill studies

FICI: fractional inhibitory concentration index; INTER: interaction; IND: indifferent; SYN: synergetic.
TRU: Trichophyton rubrum; TME: Trichophyton mentagrophytes; MCA: Microsporum canis; NGY: Nanizzia gypsea.
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Figure 2. Time kill curve of clioquinol, terbinafine and ciclopirox in their MICs (A) and

in double and triple combination (B) for TRU47 isolate. The asterisks indicate statistical difference
compared to the untreated control (*p<0.05).
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Figure 3: Time kill curve of the combinations between clioquinol + terbinafine (A),
clioquinol + ciclopirox (B) and clioquinol + ciclopirox + terbinafine (C) compared with the
antifungals agents alone in the same concentration for TRU47 isolate. The asterisks indicate
statistical difference compared to the untreated control (*p<0.05).
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Figure 4. Graph of percent cell viability of clioquinol, terbinafine and ciclopirox in their MIC and in double and triple combination. The asterisks indicate
statistical difference compared to the untreated control (*p<0.05).
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10.2 Artigo 2

O artigo intitulado “Evaluation of activity and toxicity of combining clioquinol
with ciclopirox and terbinafine in alternative models of dermatophytosis.” sera

submetido na revista “Journal of Medical Mycology” na qualidade de “Artigo Original”.
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Abstract

Background: Dermatophytosis is a superficial fungal infection that affects humans
and is very common in small animals. The treatment using the most commonly used
antifungals is failing and new therapeutic alternatives are required to combat the
resistance of these fungal infections. Previous studies by the group have shown that
clioquinol is an important therapeutic alternative in the treatment of dermatophytosis.
Objectives: To conduct studies of antidermatophytic activity and the irritant potential
from the double and triple combinations of clioquinol, terbinafine and ciclopirox in ex
vivo and in vivo alternative models. Methods: To evaluate the irritant potential of
antifungal combinations, the alternative HET-CAM method was used, based on
macroscopic changes to the membrane. Ex vivo models were used to assess the
effectiveness of antifungal combinations, using pig hooves and veterinary fur. Any
possible tissue damage was to assess through in histopathology of swine ears.
Results: The results of the HET-CAM showed that all combinations can be classified
as non-irritating, corroborated by the results of the histopathological evaluation of the
pig's ear skin. Only the double combinations managed to remove 100% of the colony
forming units (CFU) formed on the pig's hooves. The clioquinol + terbinafine
combination and the triple combination were more effective in eradicating the
preformed biofilm in fur of veterinary origin. Conclusions: These results show the
potential of formulations of clioquinol in combination with antifungals for use in humans
and in the veterinary field to combat dermatophytosis, as an important alternative
therapy, for use in the near future.

Keywords: dermatophytes, ex vivo, in vivo, clioquinol, terbinafine, ciclopirox.

Lay summary

Evaluate the antidermatophytic activity and irritating potential of double and triple
combinations of clioquinol, terbinafine and ciclopirox in alternative models. The results
show the potential of clioquinol formulations in combination to combat dermatophytosis

in humans and in veterinary field.
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1. Introduction

Dermatophytosis is a superficial fungal infection that affects humans and
animals, which invades and multiplies in keratinized skin structures (skin, hair and
nails)!. It is considered the most common fungal infection in small animals such as
dogs and cats and the most common pathogens belong to the genera Microsporum
and Trichophyton. It is a significant skin disease, because it is contagious, infectious
and can be transmitted to humans, especially pregnant women, young children, the
elderly and immune-compromised individuals?3.

The main antifungals used in the treatment of dermatophytosis in both
humans and animals are terbinafine, itraconazole and miconazole®#%67, Topical
therapy aims to reduce the infectious, contagious and zoonotic risks associated with
this disease, by disinfecting the hair and minimizing environmental contamination.
However, when we approach veterinary dermatophytosis, the commonly used
antifungals are not considered an option for use in monotherapy, since they need to
be used in association with other medications, such as chlorhexidine or a systemic
drug, to be effective treatment®. Systemic antifungal therapy, on the other hand, targets
the active site of the infection and fungal proliferation in the infected animal.
Itraconazole and terbinafine are the most effective and safe treatments for
dermatophytosis and are an important therapeutic option when used in combination
with topical treatment®9,

The current scenario of failures in antifungal therapy requires that new
therapeutic alternatives be adopted to combat the resistance and recurrence of these
fungal infections. For example, combined treatments and reintroducing known drugs®.
The use of triple combination therapy has become an important strategy in combating
several diseases, ensuring efficacy, safety and adherence to the treatment. Research
has been conducted on its use, with satisfactory results in different areas such as
bacterial infections caused by carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae 1011
and hypertension?3, However, a triple combination is still not widely used in the area
of fungal infections.

Clioquinol is a 5,7-dihalogenated derivative of 8-hydroxyquinoline and was
used between the years 1950 and 1970 as a systemic and topical antiparasitic agent
for the treatment of skin diseases. In the 70s, cases of neurotoxicity were reported from

oral formulation use and, therefore, this form was withdrawn from the market. However,
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clioquinol continued to be used as a topical antibiotic*4.

Current studies from our research group show the efficacy of clioquinol
against Candida spp. and dermatophytes, along with rare reports of resistance to it'>1,
Besides that, we also found promising results in in vitro experiments when combining
clioquinol with ciclopirox and terbinafine to counter dermatophyte fungi. The low toxicity
of these combinations in human leukocytes is also a beneficial factor and deserves to
be highlighted?”.

In this context, the aim of this research is to conduct studies of the
antidermatophytic activity and the irritation potential from the double and triple
combinations of clioquinol, terbinafine and ciclopirox (clioquinol + terbinafine; clioquinol
+ ciclopirox; clioquinol + ciclopirox + terbinafine) in ex vivo and in vivo alternative

models.

2. Material and methods

2.1.Fungal isolates

Trichophyton rubrum and Microsporum canis isolates were included in this
study. All strains were deposited in the Mycology Collection of the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brazil) and originated from nail and skin
scrapes from the National Program of Quality Control of Brazil.

2.2.Antifungal compounds

The drugs for this study were prepared according to CLSI
recommendations*®. The stock solutions for clioquinol (Sigma-Aldrich, USA), ciclopirox
and terbinafine were prepared in dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich). For the
experiments, the compounds were prepared in combination and they were diluted in a
RPMI 1640 medium (Sigma-Aldrich) to a maximum concentration of 1% DMSO. The
choice of combinations was based on previous studies!’. Thus, the combinations
tested were: clioquinol (0.125 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) (A); clioguinol
(0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.500 pg/mL) (B); and clioquinol (0.125 pug/mL) + ciclopirox
(0.250 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) (C).

2.3.Hen’s egg test on the chorioallantoic membrane (HET-CAM)

To evaluate the irritant potential of antifungal combinations, the alternative
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HET-CAM (chicken egg test chorioallantoic membrane) method was used. The method
was previously described by Oliveira et al. (2012)° and is based on macroscopic
changes to the chorioallantoic membrane of embryonated chicken eggs. For the
evaluation, fresh fertile white Lohmann eggs (Lohmann selected Leghorn, LSL) were
used. The eggs were kept under optimal incubation conditions (temperature 38 - 39°C
and humidity 55 - 60% for 10 days). On the 10" day, the egg shell, around the airspace,
was carefully removed with a rotary tool (Dremel, WI). Next, 0.3 ml of each substance
was added to each egg; respectively: negative control - 0.9% saline solution, positive
control - 0.1 M NaOH solution, double combination of clioquinol (0.125 pg/mL) +
terbinafine (0.03125 pg/mL), double combination of clioquinol (0.125 pg/mL) +
ciclopirox (0.5 pg/mL); and the triple combination of clioquinol (0.125 pg/ml) +
ciclopirox (0.250 pg/ml) + terbinafine (0.03125 pg/ml). At predetermined times (30
seconds, 2 minutes and 5 minutes) after the application of each substance, the
chorioallantoic membrane was examined and the observed physiological reactions
were graded according to the time of their appearance. The result of the irritation index
(I was determined according to bleeding time, lysis time and clotting time and
classified as non-irritating (0 to 4.9) or irritating (5 to 21), according to equation 1 2.

Is = (301 — Hemorrhage Time) 5) . (301 — Lysis Time) ;
- 300 x 300 * @)
N (301 — Coagulation Time) 9
300 *

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA, as well as
Dunnett's multiple comparison test (GraphPad Prism software; version 6.0;). P <0.05

was considered statistically significant.

2.4.Histopathological evaluation of pig ears

The pig ears underwent a histopathological evaluation, to assess the
possible tissue damage from the action of the antifungal associations. Tissue samples
from adult male pigs, recently slaughtered at the Federal Institute of Santa Catarina -
Concordia campus, were used to evaluate the damage to tissues, as a result of the
action of the various combinations of clioquinol, ciclopirox and terbinafine. Pigs were

slaughtered in accordance with the rules of the Ministry of Agriculture, with respect for
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the welfare of the animals?l. The pig's ear skin was used in this study. The tissues
were removed within 5 minutes of slaughter. The hair was carefully removed by an
electric trimmer and the skin transported to the laboratory in a cooled Krebs-Hepes
buffer. The skin samples were mounted in Franz diffusion cells (Logan Instrument
Corp., NJ) with a diffusion area of approximately 1.75 cm2. The epidermal side of the
skin was exposed to a phosphate buffered saline solution (PBS) pH 7.0 (negative
control) and a 0.1 M NaOH solution (positive control) for a period of 6 hours. The
double combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL), the
double combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL) and the triple
combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 pg/mL) + terbinafine
(0.03125 pg/mL) were used in this test. The epidermal side of the skin was subjected
to contact extraction with this solution for a period of 6 hours. Samples of these tissues
were collected, fixed in 10% neutral buffered formalin, processed normally and stained
with hematoxylin and eosin (HE) (Laborclin, Brazil) and then examined under optical

microscopy. The experiments were carried out in triplicate.

2.5.Ex vivo nail infection

2.5.1. Preparation of the formulation

Antifungal combinations (A, B and C) were, separately, added to a nalil
lacquer (nitrocellulose, toluene sulfonamide, ethyl acetate, butyl acetate, mamona oil,
isopropyl alcohol and dimethicone) that was produced by Bonatto Ind. Ltda

(Cachoeirinha, Brazil). This nail lacquer was also evaluated on its own (base control).

2.5.2. Porcine hooves

An ex vivo onychomycosis model, using porcine hooves, was prepared as
described by Quatrain et al. (2019)??, to assess the antifungal efficacy of the various
combinations (A, B and C). Porcine hooves were autoclaved for 15 min at a
temperature of 121°C to facilitate the extraction of material. After extraction, flat disks
were cut, to a diameter of 9.5 mm and an average thickness of 1 mm. Before starting

the experiments, the discs were autoclaved to ensure the sterility of the material.

2.5.3. Nail Infections

Infection of the Hooves was carried out, in the manner previously described
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by Quatrin et al. (2019)?2, by their inoculation with 100 pL of a T. rubrum (TRU47)
fungal suspension (10° CFU/mL) on an BDA plate and spread using a Drigalski
spatula. The infection period was for 5 days at a temperature of 32°C. After infection,
the discs were transferred to another plate containing SDA to begin treatment, where
by three drops of the treatment were applied daily for 7 days. After the treatment period,
each disc was transferred to a falcon tube containing 2 mL of saline, which was
vortexed for 1 min and then placed in a sonicator for 20 min. A 20 uL aliquot of this
suspension was inoculated on an SDA plate and spread using a Drigalski spatula at
the end of the experiment. The plates were incubated for 3 days at a temperature of
32 ° C and then the colony forming units (CFU) were counted. The assay was
performed in triplicate. The Negative control (without any fungal inoculum) and the
Untreated control were also performed in parallel. Any evidence of a relapse was
analyzed. The discs that underwent treatment were transferred to an SDA plate and
incubated for a period of 7 days at 32°C, so that it was possible to verify whether fungal

cells survived on the discs after treatments.

2.6.Ex vivo dog fur infection

An evaluation was conducted of the effectiveness of combinations of
antifungals in protecting fur of veterinary origin (from dogs, akita breed) from fungal
biofilm and removing it (Figure 5). The double combination of clioquinol (0.125 pg/mL)
+ terbinafine (0.03125 pg/mL), the double combination of clioquinol (0.125 pg/mL) +
ciclopirox (0.5 pg/mL) and the triple combination of clioquinol (0.125 pg/mL) +
ciclopirox (0.250 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) were used in these assays.

2.6.1. Evaluation of the inhibition of biofilm formation:

In order to assess the inhibition of biofilm formation, animal hairs (all of a
standard length of 3 cm) were pretreated with combinations of antifungal agents for 15
minutes and then incubated for 5 days, in 4.5 mL of TSB with 0.5 pL of M. canis fungal
inoculum (MCAZ29), resulting in a suspension of 107 cells/mL. Next, the hair was
washed with water and placed in a falcon tube containing 5 mL of distilled water and,
subsequently, vortexed for 1 minute and then sonicated for 20 minutes to remove the
adhering fungal cells.

The experiments were carried out in triplicate. An untreated control,
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containing only the fungal inoculum, was also processed. A 20 ul aliquot of the
sonicated suspensions was placed on an SDA plate and spread using a Drigalski
spatula. At the end of the incubation period, the colony-forming units (CFU) were

counted.

2.6.2. Evaluation of biofilm eradication:

The eradication of biofilm as a result of applying the formulations was also
evaluated. In order to do this, biofilm was formed on other batches of hairs, over 5
days, in 4.5 mL of TSB and 0.5 pL of M. canis fungal inoculum (MCA29), resulting in a
suspension of 107 cells/mL. Next, the hair was washed with water and treated with the
formulations for 15 minutes. The hairs were then washed with water and placed in a
falcon tube containing 5mL of distilled water and, subsequently, vortexed for 1 minute
and then sonicated for 20 minutes to remove adhering fungal cells.

The experiments were performed in triplicate. An untreated control,
containing only the fungal inoculum, was also processed. A 20 ul aliquot of the
sonicated suspensions was placed on an SDA plate and spread using a Drigalski
spatula. At the end of the incubation period, the colony-forming units (CFU) were
counted. The percentage of biofilm inhibition and eradication was calculated according
to equation 2:

CFU treatment x 100%)

i sy H 1 0, e _—
Inhibition or Eradication (%) = 100 ( CFU control

2)
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA, as well as the
Tukey multiple comparison test (Minitab® software; version 19.2). P < 0.05 was

considered statistically significant.

3. Results

The HET- CAM results showed that the irritation index for the combination
of clioquinol (0.125ug/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) was 3.17; for the combination
of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL) it was 2.83; and for the combination
of clioquinol (0.125 pug/mL) + ciclopirox (0.250 pug/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) it
was 3.41. All combinations showed a statistically significant difference (p <0.05) when

compared to the positive control (irritation index = 19.81). Since all combinations had
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an irritation index below 5, they were classified as non-irritant according to the
methodology used. The physiological reactions in the chorioallantoic membrane when
subjected to the combinations and controls can be seen in figure 1. In addition, the
results of the histopathological assessment of the skin of the pig's ear incubated with
the double combinations of clioquinol (0.125 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) and

clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL) and with the triple combination of
clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) did

not show any microscopic lesions, as shown in Figure 2.

ST 51
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e A

Figure 1. Observation of the physiological reactions in the chorioallantoic membrane when
subjected to combinations of antifungal agents and controls, according to the HET-CAM
methodology.

1A. Combination of clioquinol (0.125 ug/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL);

2A. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) with 20x magnification;
1B. Combination of clioquinol (0.125 pug/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL);

2B. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL) with 20x magnification;

1C. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 pug/mL) + terbinafine (0.03125
Hg/mL);

2C. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 pug/mL) + terbinafine (0.03125
po/mL) with 20x magnification;

1D. Negative control (0.9% saline);

2D. Negative control (0.9% saline) with 20x magnification;

1E. Positive control (0.1M NaOH);

2E. Positive control (0.1M NaOH) with 20x magnification.
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Figure 2. Histopathological evaluation of pig ear epidermal cells treated with combinations of
antifungal agents and controls with 100 and 400 times magnification.

1A. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) with 100 times
magnification;

2A. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) with 400 times
magnification;

1B. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL) with 100 times magnification;
2B. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL) with 400 times magnification;
1C. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 pg/mL) + terbinafine (0.03125
pg/mL) with 100 times magnification;

2C. Combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 pg/mL) + terbinafine (0.03125
pg/mL) with 400 times magnification;

1D. Negative control (PBS pH 7.0) with 100 times magnification;

2D. Negative control (PBS pH 7.0) with 400 times magnification;

1E. Positive control (0.1M NaOH) with 100 times magnification;

2E. Positive control (0.1M NaOH) with 400 times magnification.

When analyzing the results from the effects of the combinations of
antifungal agents on pigs' hooves, it should be noted that both the double combinations
and the triple combination showed significant differences, compared to the untreated
control (Figure 3). Although there was no significant difference between the treatments
analyzed, only the double combinations managed to remove 100% of the CFU formed

on the pig's hooves.
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Figure 3. Count of colony forming units (CFU/mL), after the pigs' hooves were treated with the nail
enamel base and with the addition of combinations of antifungal agents [clioquinol (CLIO),
terbinafine (TERB) and ciclopirox (CICLO)], in the following combinations: clioquinol (0.125 pg/mL)
+ terbinafine (0.03125 pg/ml), clioquinol (0.125 pg/ml) + ciclopirox (0.5 pg/ml) and the triple
combination of clioquinol (0.125 pg/ml) + ciclopirox (0.250 pg/ml) + terbinafine (0.03125ug/ml).

Asterisks indicate a statistical difference compared to the untreated control (* p <0.05).

When considering the effect of the various combinations on veterinary hair,
it can be seen that biofilm formation was more effectively inhibited when using the
clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL) combination (Figure 4). On the other
hand, the clioquinol (0.125 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL) combination and the
triple combination of clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 ug/mL) + terbinafine
(0.03125 pg/mL) were more effective in eradicating preformed biofilm, removing almost
100% of the cells.
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Figure 4. The evaluation of the protection provided from and the success in removing fungal biofilm
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by antifungal combinations: clioquinol (0.125 pg/mL) + terbinafine (0.03125 pg/mL), clioquinol
(0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.5 pg/mL) and clioquinol (0.125 pg/mL) + ciclopirox (0.250 pg/mL) +
terbinafine (0.03125 pg/mL) on fur of veterinary origin. (A) Percentage of biofilm formation inhibited
by using combinations of antifungal agents. (B) Percentage of eradication of preformed biofilm by
using combinations of antifungal agents. Different letters show a statistically significant difference
(p <0.05).

Clioquinol (CLIO), terbinafine (TERB) and ciclopirox (CICLO)

4. Discussion

The use of ex vivo tissues in an artificial environment can establish
favorable conditions for the development of an infectious condition, partially preserving
the tissue structure and the different cell types present. In this way, ex vivo models
have become an attractive option in the development trials of new antifungal
formulations, with the advantage of not needing the approval of an ethics
committee?324,

From analysis of the results of the onychomycosis model, we can see that
the double combinations (clioquinol + terbinafine and clioquinol + ciclopirox) proved to
be a good therapeutic option, since they managed to inhibit 100% of fungal growth. In
addition, there was no evidence of any growth when analyzing recurrence. Previous
studies have shown that the complete eradication of onychomycosis using 8%
ciclopirox enamel only occurs in a few cases (around 8.5%) and after more than 48
weeks of treatment?®. Santos and Hamdan (2006)%® demonstrated that the use of the
combinations of ciclopirox + ketoconazole and ciclopirox + itraconazole are more
efficient than monotherapy. In addition, previous studies have also shown that the use
of amorolfine in combination with terbinafine produces satisfactory results for the
treatment of onychomycosis, and is an appropriate strategy for such an infection?”:28,
The advantage of using a combined therapy, with both an oral and topical format
concomitantly to treat onychomycosis, such as clioquinol + terbinafine, is that
antifungal agents are able to penetrate the nail through two distinct regions: the oral
ones reach the fungal pathogen through the nail bed (bottom of the nails), while the
threads are absorbed through the keratin on the nail surface and in this way, the
treatment has a complementary effect?2,

Dermatophytosis treatment in dogs involves a shampoo containing

ketoconazole or miconazole. Research has already shown that the use of these
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antifungal agents alone is not efficient. They have to be used in association with
another component, such as chlorhexidine, to improve the activity?®. There are
formulations available on the market that use chlorhexidine, however, this is a broad-
spectrum antimicrobial and not very suitable for the treatment of dermatophytosis,
since its main use is antibacterial®®. However, some studies have proven the
synergistic effect of using chlorhexidine with miconazole and ketoconazole for
dermatophytes®3!. In addition, although the topical form of terbinafine is rarely
studied®3?, there are reports that have demonstrated the effectiveness of veterinary
shampoo containing terbinafine hydrochloride in association with chlorhexidine
gluconate in dogs with dermatophytosis®?, showing that the complementary use of
antimicrobials can be an important therapeutic option for treating these animals.

Our study demonstrated satisfactory results when antimicrobials are used
in combination to treat or prevent dermatophytoses on the hair of domestic animals.
To date, no similar study using ciclopirox and clioquinol has been reported in the
literature. In this study, the combination of clioquinol + ciclopirox proved to be effective
in inhibiting the formation of biofilm in veterinary hair, and may, in the future, be a
successful therapeutic option for preventing infections by dermatophytes. This
research, therefore, identifies an area to be further explored, as the results are
encouraging and the effect of clioquinol in combination with antifungal drugs is an
unprecedented finding.

The low toxicity results from the combinations used in the histopathological
evaluation are highly satisfactory and corroborate the low irritation found in the chorio-
allantoic membrane. These properties are important characteristics when it comes to
developing and assessing new therapy options for the treatment of dermatophytoses,
since topical therapy is the most commonly used in these cases, and the formulation
can remain in contact with the skin for a prolonged period3.

When used topically in normal concentrations, clioquinol can produce skin
irritation, itching, erythema, swelling or pain343°36.37_ Foti et al. (2001)3 reported a case
of contact dermatitis when ciclopirox was used in normal doses, a drug widely used
topically. Likewise, Bhari et al. (2017)%° reported a case of allergic dermatitis when
using terbinafine. However, these findings are considered rare. When combining
clioquinol with other antifungal agents, the concentrations used are lower and, thus,
the toxicity of the compounds can be reduced. However, in vivo tests are still needed,

in order to analyze the antifungal effect of the associated drugs, as well as the
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toxicological responses.

These findings are extremely relevant since the formulations available on
the market for the treatment of dermatophytoses are not very effective. In addition, the
results of this work are of interest to the veterinary area, since there is no formulation
for topical use with clioquinol in its composition, only the presentation for human use
that could be used in animals. Therefore, the use of clioguinol is a therapy option for

formulations in this field.
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