PROJETO DE PESQUISA

Titulo: Estudo comparativo entre Nd-YAG laser 1064 e Nd-YAG laser
associado com Erbium laser 2940 mais aplicagdo de antifungico tépico no
tratamento da onicomicose: Avaliagao clinica e Avaliagao in vitro das

alteragdes fungicas decorrentes da agao do laser Nd-YAG 1064.

Pesquisa a ser desenvolvida na Unidade de Cosmiatria, Cirurgia e Oncologia
— UNICCO - Departamento de Dermatologia — Universidade Federal de Sao

Paulo — UNIFESP/Escola Paulista de Medicina

Pesquisador principal:

Luis Henrique Barbizan de Moura —Médico dermatologista, pés graduando da

UNIFESP - luishenriguemoura3@gmail.com

Orientadores:

Samira Yarak — Professor Adjunto do Departamento de Dermatologia da

UNIFESP - syarakdermato@gmail.com

Marilia Marufuji Ogawa — Médica contratada do Departamento de Dermatologia

da UNIFESP- mariliaogawa@uol.com.br

Equipe:

Abdo Salomao Junior — médico dermatologista, doutorando da Universidade de

Séao Paulo - dr.abdo@usp.br



Olga FischmanGompertz — Professor Adjunto (aposentado) do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UNIFESP —

olga.gompertz@unifesp.br

Fernanda Aparecida Vieira Fernandes — Pds-graduanda do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UNIFESP

nandafernandes08@hotmail.com

Gilglecia Novaes Pereira Santana — P6s-graduanda do Departamento de

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UNIFESP

gil_libelula@hotmail.com

1. Questoes da pesquisa:

1.1 Qual o método mais eficaz para o tratamento da onicomicose? Aplicacao
somente do Nd:YAG 1064 ou associacao de Nd:YAG 1064, Erbium
(Er:YAG) 2940 e antifungico tépico?

1.2 Se houver cura clinica e micoldgica, sera que essa eficacia persiste apos
18 meses apds o término do tratamento?

1.3 Qual a alteracéo fisioldgica e morfolégica do fungo apds a aplicagéo do

laser Nd:Yag 10647

2. Resumo:

Onicomicose é uma infecgao fungica comum das unhas, representa 15-40% das
onicopatias e 30% das infecges cutaneas’. Os dermatéfitos sdo responsaveis por 85 -

90% das onicomicoses seguida pelas leveduras e fungos filamentosos néo



dermatofitcos, sendo Trichophyton rubrum o agente mais comum?. O tratamento da
onicomicose é ainda um desafio, devido ao longo periodo de tratamento, falta de
aderéncia por parte dos pacientes e alta taxa de recorréncia, que varia de 10% a 50%
independendo da modalidade do tratamento®. O tratamento sistémico é considerado o
mais eficaz, mas devido aos efeitos colaterais e em especial a interagao
medicamentosa, muitas vezes fica contraindicado. Quanto a terapia topica, ela é
pouco eficaz e quando usada isoladamente o indice de cura é baixo de 6% a 9%". A
terapia com laser tem sido amplamente estudada devido a sua seguranga e por ser
um método n&o invasivo. O laser Nd:YAG tem se mostrado eficaz>'°. Na literatura
consultada n&o existe nenhum estudo associando o laser Nd:YAG 1064nm com laser
fracionado ablativo Er:YAG 2940 com a finalidade de produzir multiplos furinhos na
Iamina ungueal para facilitar a penetragdo de um antifungico topico e aumentar a
eficacia do tratamento. Nesse protocolo, esse método sera comparado com o uso
isolado do laser Nd:YAG 1640. As sessdes serao realizadas a cada 21 dias, no total
de 4 sessbes. A aplicacao do laser Er:-YAG 2940 sera realizada na primeira e na
terceira sessao. Os pacientes serao acompanhados por um periodo de 18 meses.
Através da microscopia eletronica de transmissao e da microscopia de varredura,
observaremos as alteragdes morfolégicas do fungo apds as aplicagbes de laser. Este
estudo sera prospectivo, randomizado, comparativo, de intervencéao terapéutica
e observador cego. Sera desenvolvido na Unidade de Cosmiatria Cirurgia e
Oncologia — UNICCO do Departamento de Dermatologia da Universidade

Federal de Sao Paulo — UNIFESP em conjunto com o Departamento de

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UNIFESP.

3. Introducao e Justificativa:

Onicomicose é uma infecgao fungica comum das unhas, representa 15-40% das

onicopatias e 30% das infecgdes cutaneas’. Os dermatéfitos sdo responsaveis por 85 -



90% das onicomicoses seguida pelas leveduras e fungos filamentosos néo
dermatofitcos, sendo Trichophyton rubrum o agente mais comum. Existem varios
fatores que favorecem a onicomicose: idade, individuos acima de 60 anos a
prevaléncia é de 20% e aumenta para 50% nos individuos acima de 70 anos, traumas
repetitivos sobre as unhas, predisposi¢cao genética, diabetes, alteragao vascular, SIDA

e outras causas de imunossupresséo’ .

O tratamento da onicomicoseé ainda um desafio, devido ao longo periodo de
tratamento, falta de aderéncia por parte dos pacientes e alta taxa de recorréncia, que
varia de 10% a 50% independendo da modalidade do tratamento®. Além disso, a
presenga da queratina por ser ndo vascularizada e impermeavel a varios agentes

dificulta a difusdo da medicacéo.

Os antifungicos sistémicos sao considerados padrao ouro no tratamento da
onicomicose. Na revisdo sistematica com meta-analise os trés antifungicos mais
empregados, terbinafina, itraconazol e fluconazol foram avaliados quanto a eficacia. A
terbinafina mostrou cura micética em 76%, itraconazol em pulso 63%, itraconazol
continuo 59% e fluconazol 49%'?. Atualmente tem se descrito resisténcia dos
dermatdfitos a esses antiflingicos em especial aos derivados azdlicos'®. Esses
medicamentos n&do sdo recomendados na presenca de insuficiéncia renal, hepatica ou

cardiaca e outro fator que desfavorece o uso sao as interagcdes medicamentosas.

Os antifungicos topicos, como o ciclopirox apresenta uma taxa de falha acima de

60%", portanto usados isoladamente o indice de cura é muito baixo 6% a 9% *.

Devido a limitagdo ao uso do antifungico sistémico e baixa resposta ao tratamento
tépico da onicomicose, 0 emprego do laser tem sido avaliado como um tratamento
promissor por ser nao invasivo e seguro. Esta modalidade de tratamentoainda é
recente, em 2010 o 6rgao americano, Food Drug Administration (FDA) aprovou

diferentes sistemas de laser como um método para auxiliar no clareamento das unhas



afetadas pela onicomicose, mas ainda nao foi aprovado como tratamento curativo por
falta de ensaios clinicos rigorosos'®, amostragem pequena e periodo curto de
acompanhamento®. Existe um grande nimero de aparelhos de laser aprovados para
tratamento cosmético da onicomicose, que incluem Nd:YAG® " e laser de diodo . O
aparelho de laser Nd:YAG 1064nm tem a capacidade de penetrar de 3-5mm de
profundidade na pele e atingir uma temperatura de 60° C no tecido '®. Na unha, essa
radiagao penetra através da lamina ungueal, produzindo um calor no tecido ungueal
de 43° C — 51° C, portanto, pode ser considerado benéfico no tratamento das micoses.
O mecanismo de agao do laser na onicomicose talvez seja por fototermalise, pois os
dermatéfitos sdo eliminados quando expostos a temperaturas superiores a 50° C'°. Os
trabalhos mais recentes demonstram a eficacia do laser Nd:YAG 1064nm no
tratamento da onicomicose e ressaltam sobre a segurancga e praticidade desse
método®°. Faltam trabalhos demonstrando a agéo da radiagcdo sobre o fungo,
portanto por meio deste protocolo queremos estudar as alteragdes induzidas pela
radiagao do laser Nd:YAG sobre ao fungo. Além disso,avaliar a associagdo com o

laser Er:YAG 2940 na tentativa de aumentar a eficacia do tratamento da onicomicose.

4. Objetivo:

Verificar as alteragdes que o laser Nd:YAG 1064 pode induzir no fungo e
comparar a eficacia do laser Nd:YAG 1064 quando associado ao laser Er:YAG
2940 que perfura a lamina ungueal para facilitar a penetragcéo do antifungico

tépico.

5. Método:



5.1 Delineamento:estudo prospectivo, randomizado, comparativo, de
intervengao terapéutica e observador cego.

5.2 Populagao: serao incluidos 40 pacientes entre 18 e 70 anos de idade, com
onicomicose de pododactilos.

5.3 Critérios de inclusao:

a. Concordancia com as condi¢gdes do estudo e assinatura do termo de
Consentimento Livre e esclarecido (TCLE) e termo de autorizagao para
fotografias.

b. Micoldgico e cultura positivo para fungo.

c. Pacientes virgem de qualquer tratamento para onicomicose ou que
interromperam o tratamento tépico ha mais de 1 més ou o tratamento
sistémico ha mais de 6 meses.

5.4 Critérios de exclusao

a. Pacientes que ndo apresentam doengas concomitantes nas unhas como
psoriase, liquem plano, dermatite atépica, hematoma subungueal, nevo
melanocitico ungueal e infecgédo bacteriana das unhas.

b. Pacientes gravidas ou lactantes.

c. Pacientes com doengas sistémicas graves ou em uso de medicamentos

como corticosteroide sistémico, imunossupressor e anticoagulantes.

5.5 Intervencao
O acometimento ungueal sera avaliado por um dermatologista e
classificado de acordo com a clinica e pelo indice de severidade da

onicomicose (ISO).



Os pacientes serao randomizados em dois grupos. A randomizagao sera
feita usando envelopes opacos e selados com numeragao sequencial. O grupo
| sera submetido a aplicagdo do Nd:YAG laser 1640 e o grupo Il aplicagao do
Nd:YAG laser 1640 associado com Er:YAG 2940 e uso diario de
ciclopiroxolamina solugéo.

Aplicacao do laser:

Todos pacientes com hiperqueratose subungueal> 2mm foram submetidos
ao lixamento com dermoabrasor antes da aplicacio do laser.

Grupo |: Parametros do laser Nd:YAG 1064nm (Multiplataforma Solon —
LMG lasers - Brasil) fluéncia de 14J/cm?; duracdo de pulso de 0,6ms; spot de
5mm e frequéncia de 3Hz. A superficie da unha sera irradiada em sua
totalidade incluindo a matriz germinativa com passadas longitudinais e verticais
no total de 3 minutos em em temperatura de 40 — 42° C. Serao realizados 4
ciclos a cada 21 dias.

Grupo II: Os parametros e a aplicagao do laser Nd:YAG serdo os mesmos
do Grupo |, exceto que apds a primeira e terceira aplicagcao do laser Nd:YAG,
associaremos o laser Er:-YAG 2940nm (Multiplataforma Solon — LMG lasers —
Brasil) Serdo realizados 4 ciclos a cada 21 dias.fluéncia de 30J; duragao de
pulso de 3ms; spot de Tmm e frequéncia de 1Hz. Este laser faz pequenos furos
na lamina ungueal com a finalidade de maior penetragéo do antifungico tépico

que sera aplicado diariamente pelo paciente.

5.6 Avaliagdo micoldgica

Essa avaliagao sera realizada pelo grupo da Micologia do Departamento de

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UNIFESP.



O fungo sera identificado através da cultura do fungo e técnica molecular

utilizando-se o PCR - em tempo real.

O material para exame micolégico serao coletados nos dias da realizagao
do laser ND:YAG antes da sua aplicagao e serdao encaminhados para exame
micoldgico direto, cultura e teste de susceptibilidade in vitro frente aos

antifungicos fluconazol, cetoconazol, itraconazol e terbinafina.

O material de 6 pacientes de cada grupo, selecionados aleatoriamente
serdo encaminhados para Microscopia eletrénica e Microscopia de varredura
com intuito de avaliar as alteragdes morfolégicas do fungo apds a primeira

aplicacdo do laser baseado no trabalho de Wakuno-Nakashima K.2".

5.7 Cronograma de atividades
Seréo realizadas 15 visitas (V)

V1 (dia 0): Avaliagao do paciente pelo dermatologista para preenchimento da
ficha clinica, foto, explicagao detalhada do objetivo e da metodologia do estudo,
esclarecimento das duvidas e assinatura do TCLE. Alocacao do paciente para

o Grupo | ou Grupo Il.
V2 (dia 1): Aplicac&o do laser

V3 (dia 7): Avaliacéo clinica + Coleta do material para exame micolégico

(direto, cultura e microscopia eletronica e de varredura)

V4 (dia 21): Aplicacéo do laser



V5 (dia 28): Avaliagéo clinica + Foto e coleta do material para exame

micolégico (direto, cultura)

V6 (dia 42): Aplicacéo do laser

V7 (dia 49): Avaliacéo clinica +Coleta do material para exame micolégico

V8 (dia 63): Aplicagao do laser

V9 (dia 70): Avaliacéo clinica + Foto e coleta do material para exame

micoldgico

V10 (160 dia — 3 meses apods o término do tratamento): Avaliagao clinica

V11 (250 dia — 6 meses apds o término do tratamento): Avaliagao clinica

V12 (340 dias - 9 meses apods o término do tratamento): Avaliagao clinica

V13 (430 — 12 meses apos o término do tratamento). Avaliagao clinica

V14 (520 — 15 meses apos o término do tratamento) Avaliagao clinica

V15 (610 — 18 meses apo6s o término do tratamento) Avaliagao clinica

5.8 Parametros de eficacia clinica e micolégica
a) Avaliacgao clinica do proprio investigador pelo indice de severidade da
onicomicose.
b) Avaliagao fotografica: cega por dois observadores independentes. As
fotos avaliadas serdo as fotos pré-tratamento e pds tratamento, de
acordo com a seguinte escala: 0 inalterado; 1 melhor; 2 muito melhor.

c) Exame micoldgico direto e cultura para fungos negativos



5.9Parametros para avaliar as alteragdes do fungo apds a aplicagao do laser
a) Avaliacao das alteragdes ultraestruturais do fungo pela microscopia
eletrénica de transmissao e de varredura pela comparacao das fotos
antes e apos a segunda aplicagao do laser.
b) Comparar o teste de susceptibilidade aos antifungicos ao longo das

aplicacbes do laser.



Cronograma de atividades

TCLE* Fotografia Coleta do Sesséao Avaliagéo
material de Laser | Clinica

12 Visita(Dia 0) X X
22 Visita(Dia 1) X
32 Visita(dia 7) X X
42 Visita(Dia 21) X
52 Visita(Dia 28) X X
62 Visita(Dia 42) X
72 Visita(Dia 49) X X
82 Visita(Dia 63) X
9?2 Visita(Dia 70) X X
102 Visita(Dia 160) X
112 Visita(Dia 250) X
122 Visita(Dia 340) X
132 Visita(Dia 430) X
142 Visita(Dia 520) X
152 Visita(Dia 610) X

*TCLE — termo de consentimento livre e esclarecido
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Ficha Clinica

Nome: Data: /
Visita N°:

Data de Nascimento: I/ Idade Atual:____

Grupo do estudo: ( ) 1 ()2

Tem alguma comorbidade:

Toma algum medicamento? ( ) Sim ( ) Nao.

Se sim quais?

Ja realizou algum tipo de tratamento para a Onicomicose: ( ) Sim () Nao

Se sim, qual tratamento:

Quando:

Tempo De tratamento:

Resposta ao tratamento: ( ) Sim ( ) Nao
Classificagao clinica da Onicomicose:

( ) Distal lateral Subungueal.
( ) Superficial Branca

( ) Subungueal Proximal

( ) Dlstrofica Total

Presenga de Melanoniquia: ( ) Sim ( ) Nao
Presencga de Dermatofitoma: ( ) Sim () Nao
Espessura da lamina ungueal

Unhas Acometidas:

Pé Direito:

Pé Esquerdo:

Data Exame Micoldgico Direto Positivo:

Data Cultura para fungos:

Resultado da Cultura:

PCR De ldentificagdo do Fungo:




SessoOes Realizadas de Laser NdYAG 1064:

Sessdes Realizadas de Laser Erbium Yag 2940:

Indice de Severidade da Onicomicose(ISO)

Area de Envolvimento(%)

Proximidade da Matriz

Presenca de
Dermatofitoma Ou
Hiperqueratose
subungueal >2mm

0 0 pontos <1/4 1 pontos Sim(10 pontos)
1-10 1 ponto 1/4-1/2 2 pontos Nao(0 Pontos)
11-25 2 pontos >1/2-3/4 3 pontos
26-50 3 pontos >3/4 4 pontos
51-75 4 pontos Acometimento | 5 pontos
da matriz
76-100 5 pontos
Score Total:
<5: Leve

6-15: Moderado
16-35: Grave

0: Cura Clinica

Em cada visita serdo anotados os escores de severidade.




Termo de Consentimento livre e Esclarecido

Nés, doutor Luis Henrique Barbizan de Moura, médico dermatologista e pés
graduando, Professora Doutora Marilia Ogawa, médica e preceptora da residéncia
meédica e a Professora doutora Samira Yarak, professora adjunta do Departamento de
Dermatologia da UNIFESP_EPM, responsaveis pela pesquisa de titulo « Estudo
comparativo entre Nd-YAG laser 1064 e Nd-YAG laser associado com Erbium laser
2940 mais aplicagcao de antifungico tépico no tratamento da onicomicose: Avaliagéao
clinica e Avaliagao in vitro das alteragdes fungicas decorrentes da agéo do laser Nd-
YAG 1064 », do Departamento de Dermatologia da UNIFESP-EPM, convidamos vocé
para participar como voluntario deste nosso estudo.

Esta pesquisa pretende evidenciar qual € o método mais eficaz para tratamento
da micose das unhas. Vocé sera submetido(a) ao tratamento com aparelhos que
emitem feixe de luz(laser) e durante as sessdes vocé utilizara 6culos de protegao.
Serao utilizados um ou dois tipos de feixes de luz diferentes, a depender do grupo que
estiver alocado(a). Os participantes serao divididos aleatoriamente em dois grupos
conforme a modalidade de tratamento. Os participantes do grupo | serdo submetidos
ao tratamento com o laser Nd-YAG 1064nm, enquanto que os alocados no grupo Il
serdo submetidos ao tratamento com Nd-YAG 1064nm associado ao laser Erbium-
YAG 2940nm e o antifungico topico , isoconazol solugéo. Este estudo também avaliara
a cura micolégica durante o tratamento e se ela persiste 18 meses apods o término do
mesmo.

Os participantes do grupo | seréo tratados com o Laser Nd-YAG 1064nm, no total de 4
sessdes e intervalo de 21 dias entre cada uma. Os participantes do grupo Il seréo
tratados, de modo semelhante, com o laser Nd-YAG 1064nm e na primeira e terceira
sessdes serao submetidos também ao tratamento com o Laser Erbium-YAG 2940nm,
que sera realizado apos o laser Nd-YAG 1064nm. Esses participantes utilizardo o
tratamento topico com o esmalte de isoconazol solugao, que serao aplicados logo
apos a realizacao do laser Er-YAG 2940.

Para a realizacao desse estudo, na sua primeira visita sera feito uma consulta médica
no Setor de Unidade de Cosmiatria e Cirurgia Oncolégica (UNICCO), Disciplina de
Infecciosas e Parasitarias, Departamento de Dermatologia da Universidade Federal de
Séao Paulo — UNIFESP. Neste mesmo dia, apds a consulta médica, as suas unhas
serdo submetidas a fotografias digitais e exame de raspagem da unha, que é indolor,
para coleta de material para envio ao laboratério e realizagdo do exame micoldgico
direto e cultura para fungos, bem como a realizagdo da microscopia eletrénica dos
fungos.

Durante o tratamento com o laser Nd-YAG 1064 havera aumento da temperatura na
unha e vocé podera sentir algum desconforto ou dor a medida que a temperatura da
unha se eleva. O laser ficara 3 minutos em cada unha tratada, sendo possivel fazer
pausas em caso de dor. O laser Er-YAG 2940 fara pequenos furos nas unhas, para
facilitar a agao do antifungico topico. E também sera possivel realizar pausas em caso
de dor. Este procedimento € ambulatorial e ndo necessita de internagao hospitalar.

Os beneficios que esperamos com o estudo é o tratamento da micose das
unhas, caso o método se mostre eficaz, ja que ha varios estudos sugerindo um
potencial efeito benéfico dos lasers para tratamento da micose das unhas. Na maioria
dos casos, o tratamento da micose de unha tépico é deficiente e o tratamento com
antifungico sistémico tem seu uso limitado devido aos efeitos adversos e
contraindicagdes.

Sua participacao sera voluntaria e ndo havera custos envolvidos. Durante todo
o periodo da pesquisa vocé tem o direito de tirar qualquer duvida ou pedir qualquer
outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato, com algum dos



pesquisadores ou com o Conselho de Etica em Pesquisa (CEP). Em caso de algum
problema relacionado com a pesquisa vocé tera direito a assisténcia gratuita que sera
prestada no Setor de Unidade de Cosmiatria e Cirurgia Oncolégica (UNICCO),
Disciplina de Dermatologia Geral, Departamento de Dermatologia da Universidade
Federal de Sdo Paulo — UNIFESP. Vocé tem garantido o seu direito de nao aceitar
participar ou de retirar sua permissao, a qualquer momento, sem nenhum tipo de
prejuizo.

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de outros
voluntarios, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente. Vocé sera
atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou
de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores

O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) sera disponibilizado em 2
vias originais, uma para ficar com o participante e outra para ficar com o pesquisador e
todas as folhas serdao numeradas e rubricadas pelo pesquisador e pelo participante da
pesquisa no momento da aplicacdo do TCLE.

Fica garantida indenizagdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes
da participagado na pesquisa, conforme decisao judicial ou extra-judicial.

Autorizacgéo: Eu, , apos a
leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e ter tido a oportunidade de conversar
com o pesquisador responsavel, para esclarecer todas as minhas duvidas, acredito
estar suficientemente informado, ficando claro para mim que minha participacéo é
voluntaria e que posso retirar este consentimento a qualquer momento sem
penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou ciente também dos objetivos da
pesquisa, dos procedimentos e fotografias aos quais serei submetido e dos possiveis
danos ou riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e
esclarecimentos sempre que desejar. Diante do exposto expresso minha concordancia
de espontanea vontade em participar deste estudo.

Sao Paulo, de de
Nome do participante Assinatura do participante
Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador

Dados dos pesquisadores:




Nome : Dr Luis Henrique Barbizan de Moura
Telefone celular : (41) 9988-1234

Email : luishenriquemoura3@gmail.com

Nome: Marilia M Ogawa
Fone: (11) 99160-6192

E mail: mariliaogawa@uol.com.br

Nome: Samira Yarak
Fone: (11) 996056834

E mail: sa.la@terra.com.br

Dados do CEP responsavel pela autorizagao da pesquisa:
Rua Botucatu, 572 — 1° andar — ¢j 14,
Telefone 5571-1062, FAX: 5539-7162 —

E-mail: cepunifesp@unifesp.br



