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“Métodos alternativos sdo procedimentos validados e internacionalmente aceitos que
garantam resultados semelhantes e com reprodutibilidade para atingir, sempre que
possivel, a mesma meta dos procedimentos substituidos por metodologias que nao
utilizem animais; usem espécies de ordens inferiores; empreguem menor niamero de
animais; utilizem sistemas organicos ex vivos; diminuam ou eliminem o desconforto.”

DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, BRASIL
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1. INTRODUCAO

A ceratite fungica é uma doencga ocular grave com péssimo prognostico a
visao e a manutencéo do bulbo do olho para o homem e para equinos. Milhdes de
pessoas ao ano perdem a visdo para esta doenca. Até o0 momento ndo se tem o
conhecimento sobre a casuistica mundial equina, mas € sabido que pelo menos
10% dos atendimentos séo devido a infecgcbes fungicas oculares. A negligéncia e
0 sub-diagndstico por parte da classe médica e veterinaria, bem como devido a
baixa sensibilidade dos testes convencionais de diagndstico de micoses, supdem
gue a casuistica seja maior do que a relatado, e por isso, também é descrita como
uma epidemia silenciosa. A ceratomicose origina-se a partir da inoculacao
traumatica de fungos ambientais, ou devido a penetracdo de fungos da microbiota
ocular por condicdes de maior suscetibilidade das barreiras corneanas.
Os patdgenos mais frequentes sao espécies de Aspergillus, Fusarium e Candida.

Dentre os outros fatores agravantes para essa problematica, esta a
escassa disponibilidade de farmacos antifingicos aliada ao aumento de resisténcia
fungica global, e mesmo quando se opta por um farmaco para o tratamento, as
barreiras imunes oculares dificultam ou impedem a permeabilidade das moléculas
nos tecidos, resultando em desfechos clinicos desfavoraveis. Os tratamentos
antifingicos propostos para ceratomicose sao controversos, em geral, na literatura,
0s estudos possuem um numero amostral baixo ou possuem vieses importantes,
gerando incertezas sobre as melhores indicacdes terapéuticas. A natamicina é o
tratamento de primeira escolha para as ceratomicoses, porém o seu alto peso
molecular dificulta a sua penetragdo nas camadas mais profundas do estroma,
ademais, apesar do amplo espectro de acéo, destaca-se a preocupacao aos relatos
de resisténcia microbiana aos principais antifungicos, bem como, de repostas
clinicas um tanto quanto insatisfatorias. O voriconazol vem se destacando com
interesse médico e veterinario para solucionar as demandas do tratamento com
natamicina, porém, mesmo se tratando de uma molécula de baixo peso molecular,
com melhor permeabilidade e melhores perfis de suscetibilidade in vitro, existem
relatos conflitantes sobre a sua eficicia terapéutica e falhas no tratamento para
ceratites por Fusarium sp., mesmo com CIM relativamente baixas.

Diante deste cenario, algumas estratégias estdo sendo levantadas como o

desenvolvimento de novas moléculas antifingicas, a otimizacdo de dosagem, a



terapia combinada e o reposicionamento de farmacos. Dentre estas, o0
reposicionamento de farmaco é uma alternativa rentavel e com menor tempo de
desenvolvimento, visto que por se tratar de produtos comercialmente disponiveis,
a toxicidade, tolerabilidade e farmacocinética sdo conhecidos.

O clioquinol e a nitroxolinas sdo farmacos utilizados, com caracteristicas
versateis, que ja tiveram empregos diversos, como antimicrobianos, antioxidantes,
antiparasitarios, oncologicas, no tratamento de doencas neurolégicas e
degenerativas e frente a COVID-19 . O efeito antifingico de ambas as
formulacdes ja é conhecido, mas precisa ser mais bem elucidado

Com intuito de se conquistar melhores resultados clinicos, estudos de
ceratomicose tentaram correlacionar a resposta in vitro com a in vivo, porém,
poucos autores obtiveram resultados concretos e confiaveis desta correlacéo.
Frente a isso, as pesquisas por metodologias ex vivo sdo alternativas viaveis, cujos
0s resultados sdo mais proximos da resposta clinica, pois se utilizam de tecidos
extracorpdéreos em situacdes que mimetizam a realidade. As semelhancas acerca
da etiologia, patdgenos, manifestacdes clinicas e tratamento entre a ceratomicose
humana e equina, fundamentam-se no fato de que essas sdo as espécies que
desenvolvem esta doenca com maior frequéncia, torna o olho equino um modelo
experimental ideal para a avaliacdo de ceratites fungicas.

Frente a esta problemética, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma
metodologia experimental ex vivo de ceratomicose em cérneas equinas afim de
avaliar o potencial antifingico de clioquinol e da nitroxolina para o tratamento de
ceratite fungica frente aos principais patégenos — F. solani ATCC 36031, C.
tropicalis ATCC 750 e C. albicans CMTO01, C. glabrata CGMT21 e C. parapsilosis
CPMT25, além da avaliacdo da toxicidade ocular destes farmacos, e compara-los

com a eficicia antifingica dos farmacos que séo utilizados rotineiramente.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a agdo antifungica e a toxicidade do clioquinol e da nitroxolina em

um modelo ex vivo de ceratite fangica em cérneas equinas.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Padronizar um modelo ex vivo de infeccdo fangica em cérneas
equinas para testagem de compostos antifungicos;

Determinar o perfil de suscetibilidade in vitro de Fusarium solani
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata e Candida
parapsilosis a natamicina, ao voriconazol, ao clioquinol e a
nitroxolina;

Avaliar o efeito antifingico no modelo ex vivo de ceratite fungica da
natamicina, voriconazol, clioquinol e nitroxolina por F. solani C.
albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis ;

Avaliar os aspectos anatomopatolégicos e morfologicos das corneas
infectadas experimentalmente em um modelo ex vivo de ceratite
fungica infectadas por F. solani, C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata
e C. parapsilosis tratadas ou ndo com natamicina, clioquinol e
nitroxolina;

Avaliar a toxicidade de superficie ocular ao cliquinol, nitroxolina e

natamicina em modelos ex vivo.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Anatomofisiologia ocular
O bulbo do olho é constituido por 3 tanicas sobrepostas (Figura 1), sendo
a mais interna, a tunica nervosa (retina e nervo optico); a média ou tanica vascular
(iris, corpo ciliar e coroide); a externa ou tunica fibrosa (cornea e esclera) (GELATT,
2020). A tunica fibrosa determina o formato do bulbo do olho, que entre espécies, sdo
comparativamente uniformes, porém de tamanhos variados (Tabela 1). Outra
atribuicdo a tunica fibrosa, devido a transparéncia da cornea, € permitir a refracdo da

luz, papel este de suma importancia para acuidade visual (SAFATE; GALERA, 2023).

Esclera

Corpo Coroide
ciliar

Coérnea -

T—

iris

Corpo
Ciliar

Figura 1. Bulbo do olho constituido por 3 tunicas: tinica nervosa (retina e
nervo Optico); tinica vascular (iris, corpo ciliar e coroide); tunica fibrosa (cornea e
esclera). Adaptado de: GELATT, 2020.

A cérnea corresponde a 1/5 da tunica fibrosa e € a por¢do mais exposta do
bubo do olho, e por essa razdo, também é a mais suscetivel a traumas (GELATT,
2020; MUSTIKKA; GRONTHAL; PIETILA, 2020) . Apesar de em algumas espécies,
como céaes, gatos e humanos, ter aspecto arredondado, a cérnea possui o formato
eliptico, entretanto, nos animais ungulados, como o equino, essa diferenca entre o
diametro horizontal e o vertical é mais aparente (GELATT, 2020). O tamanho e a
espessura da cornea variam entre espécies, ragas, individuos e localiza¢do no tecido,
além das variacOes diarias (Tabela 1) (AUGUSTEYN; MOHAMED, 2022).



Tabela 1Comprimento axial do bulbo do olho e espessura da cérnea de

diferentes espécies.

Espécie Comprimento axial do bulbo Espessura da cornea
do olho (mm) (um)

Equino 39,23 +1,26 800 + 50

Canino 20+ 1,6 611,2 +£40,3

Felino 20,91 £ 0,53 629,08 + 47,05

Humano 24.46 + 0,65 542,3 + 36,7

Adaptado de: (ZHAO et al, 2007; GELATT, 2020; AUGUSTEYN;
MOHAMED, 2022)

Histologicamente, a cornea é dividida em 4 a 6 camadas (Figura 2), sendo
elas: a mais externa, o epitélio, que fica intimamente associado ao filme lacrimal; o
estroma, que corresponde a cerca de 90% da espessura corneana; a membrana de
descemet, a membrana basal do endotélio; endotélio, que esta em contato com o0 meio
intraocular (GELATT, 2020). Algumas espécies, como humanos, primatas e alguns
herbivoros, possuem uma quinta camada histolégica, a membrana de Bowman,
localizada entre o epitélio e o estoma, a qual confere resisténcia (AUGUSTEYN;
MOHAMED, 2022; SAFATE; GALERA, 2023) .

Imperceptivel a histologia, porém considerada a sexta camada da cornea,
devido a forte interacao entre elas, esta o filme lacrimal, também denominado de filme
pré-corneano. Esta interacdo, somada a conformacédo e organizagcdo estrutural da
coérnea conferem a este tecido o maior poder dioptrico do bulbo do olho (MAGGS;
MILLER; OFRI, 2018).



>

Figura 2. Corte histologico da cornea equina. Epitélio (AE); estroma (S);

membrana de Descemet (DM); endotélio (E). (GELATT, 2020)

Alguns fatores sdo determinantes para a manutencao desta caracteristica,
0 mais importante deles é a perfeita organizacéo paralela das lamelas de colageno do
estroma da cérnea e a devida integracao do colageno com a matriz amorfa celular do
estroma (constituida por proteoglicanos selecionados, como lumican, ceratocano,
osteoglicina e decorina) (GELATT, 2020). Também séo fatores importantes para a
manutenc¢do da transparéncia da cornea: o epitélio estratificado ndo queratinizado; a
auséncia de vasos sanguineos e pigmentos; inervacdo com auséncia de mielina; o
estroma da cOrnea composto de 80% de agua, bem como o estado de semi-
desidratacdo, ou de deturgescéncia da cérne (MAGGS; MILLER; OFRI, 2018). A
desidratacéo relativa da cornea, deve-se a acao ativa das bombas de sodio e potassio
ATPase, localizadas no endotélio corneano, e de anidrase carbbnica, as quais,
promovem pela estabilizacdo do gradiente de pressdo osmdtica, passagem da agua
do estroma corneano para o filme lacrimal e para o humor aquoso (DUBIELZIG et al.,
2010). Constituindo o restante da tunica fibrosa, a esclera possui composicéo
semelhante a cornea, porém com arranjo celular desordenado, humerosos vasos e
presenca de pigmentos (GELATT, 2020; SAFATE; GALERA, 2023) .

O bulbo do olho é este 6rgdo complexo com mecanismos de altissima
especificidade, que para proteger a integridade e a funcionalidade das delicadas
estruturas, desenvolveu um robusto sistema de protecdo proprio, formado por
barreiras mecanicas para impedir a penetracdo de antigenos, no entanto, quando
estas barreiras falham, o sistema imune evita ser ativado, pois a resposta imune

celular pode gerar uma cascata de fatores ainda mais deletérios para os tecidos



(GELATT, 2020). O bulbo do olho esta em um sistema de semiconfinamento, revestido
pela conjuntiva, uma estrutura altamente imunogénica, a fim de garantir que o sistema
imune ocular permaneca inativado, esta caracteristica € denominada de sitio de
imuno-privilégio (DUBIELZIG et al., 2010; SAFATE; GALERA, 2023).

A imunidade inata inespecifica, é a primeira barreira protetiva. Formada
pelas palpebras, cilios, movimento de piscar e filme pré-corneano. O sistema de
lavagem e drenagem da lagrima e a presenca das bactérias comensais da conjuntiva
também participam desta primeira barreira. Assim como a cérnea, um tecido formado
por um robusto epitélio corneano composto por +-5 camadas de células justapostas,
0 estroma com polaridade (hidrofilico) diferentes das demais camadas, a membrana
de Descemet elastica e a camada de Bowman resistente, além de toda a resposta
inata celular, formada por macréfagos, interferons, citocinas, neutréfilos e sistema
complemento (DUBIELZIG et al., 2010; GELATT, 2020) . Como caracteristica de um
orgao imunoprivilegiado, o olho possui algumas barreiras fisicas especificas para
conter macromoléculas e microrganismo, como a barreira hemato-aquosa (epitélio
ndo pigmentar do corpo ciliar e endotélio vascular da iris) e a barreira hemato-retiniana
(endotélio dos vasos retinianos ausente de fenestracdes) (GELATT, 2020).

As primeiras linhas de defesas s@o de estrema importancia, pois como um
sitio de imuno privilégio, o bulbo do olho possui algumas falhas nos artificios de
defesa. A auséncia de vasos linfaticos, auséncia de vasos sanguineos na cornea,
expressdo reduzida da linhagens de defesas inatas da cornea e as fortes juncdes
epiteliais do epitélio ndo pigmentado do corpo ciliar, bem como, a retina avascular e
epitélio pigmentado da retina, permitem que as antigenos permanecam por um longo
periodo sem ativar o sistema imune (GELATT, 2020; DE PAIVA; ST. LEGER; CASPI,
2022). Mesmo ap0s tantas barreiras, quando algum antigeno ou molécula consegue
permear pela cornea central, cAmara vitrea e pelo espaco subretiniano, uma resposta
sistémica denominado de Desvio Imunolégico da Camara Anterior (ACAID) € ativada.
A ACAID induz a tolerancia aos antigenos, reduzindo a chance de que respostas
imunes adaptativas sejam montadas contra antigenos estranhos que estao
localizados no olho e desta forma, ha um “desvio” da resposta inflamatéria do que
normalmente ocorreria na maioria dos 6rgdos (GELATT, 2020; DE PAIVA; ST.
LEGER; CASPI, 2022).

3.2 Ceratites fungicas



As ceratites fungicas sao lesfes infecciosas de etiologia micética da
cornea. O homem e o equino apresentam uma ampla distancia entre a prevaléncia
ceratite fungica em relacdo as demais espécies (BERKOWSKI et al.,, 2019a;
HOFFMAN; BURTON; LECK, 2021). Esta € uma doenca oftalmolégica grave, com
prognadstico ruim para a manutencao da visdo, que evolui para a perda do bulbo do
olho em 10% dos casos no homem e 60% em equinos (BERKOWSKI et al., 2019b;
BROWN et al., 2021). Devido ao sub diagnostico clinico e laboratorial, esta é
considerada uma epidemia silenciosa, embora ocorram mundialmente cerca de 1,4
milh&o de casos por ano em humanos. A prevaléncia das ceratomicose humanas varia
de acordo com a localizacdo geografica, sendo mais frequente em areas agricolas
tropicais e subtropicais, correspondendo a 20% dos atendimentos de ceratite
infecciosa (SANSOM; FEATHERSTONE; BARNETT, 2005; BERKOWSKI et al.,
2019b; BROWN et al., 2021).

As infec¢des fungicas de cornea séo causadas por mais de 100 diferentes
espécies de fungos, sendo 95% delas causadas por fungos filamentoso, os géneros
mais comuns séo Aspergillus e Fusarium. Além disso, as infec¢gdes também podem
ser provocadas por leveduras como Candida spp. As infec¢cdes por fungos
filamentosos tendem a ser mais agressivas e ocorrem mais em climas tropicais e
subtropicais, enquanto as leveduriformes em climas temperados (SHERMAN et al.,
2016; CULLEN ID et al., 2019; BERMUDEZ-JIMENEZ; CALDERON-HERNANDEZ,
2020; BEZERRA; HOFLING-LIMA; OLIVEIRA, 2020; BROWN et al., 2021).

Os fungos s@o microrganismo comensais da microbiota conjuntival equina
e humana higida. Em equinos, os isolados mais frequentes sdo os dos géneros
Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Alternaria, Penicillium e Scopulariopsis (ROSA
et al., 2003; BARSOTTI et al., 2006; SOUSA et al., 2011; BRILHANTE et al., 2017;
CULLEN ID et al., 2019). Em contraste a estes resultados, um estudo mais refinado
de micobioma conjuntival equino demostrou uma grande diversidade de fungos,
identificando pelo menos cinco géneros, sendo 0s mais abundantes: Leptosphaerulina
(22,7%), Pleosporaceae (17,3%), Cladosporium (16,2%) e Alternaria (9,8%) e em
menor parte Fusarium(2,5%) e Aspergillus (1,9%), Penicillium e Scopulariopsis néao
foram reportados (WALSH et al., 2021). No homem, os géneros mais frequentes do
micobioma de conjuntivas higidas sdo Malassezia, Rhodotorula, Davidiella,
Aspergillus, Alternaria, Setosphaeria e Haematonectria (SHIVAJI et al., 2019; WANG
et al., 2020).



Alguns fatores que propiciam o desenvolvimento desta infeccdo séo
comuns a ambas as espécies (HERMANS et al., 2017; HOFFMAN; BURTON; LECK,
2021). No homem, a condi¢é@o socioecondmica confere a caracteristica dos individuos
afetados: homens jovens do meio rural (adultos de 20-50 anos) sdo mais propensos,
devido suas condi¢Bes sociais e laborais (BROWN et al., 2021). A vulnerabilidade
social e econbmica, de populacdes com menores condicdes sanitarias, menor acesso
a cuidados médicos e por consequéncia menor consciéncia de boas praticas de
higiene, principalmente com o uso de lentes de contato, é um fator importante para a
ocorréncia (SHAH et al., 2011; BROWN et al., 2021). Assim como no homem, o habitat
e 0s habitos dos equinos (ambiente repleto de matéria organica, estabulos com felpas
e farpas de madeira, costume de se cocar em troncos de arvores e correr entre
plantacdes) também propiciam a inoculagdo de uma variedade de agentes causais
como plantas, animais e até mesmo poeiras (SHERMAN et al., 2016). O bulbo do
olho proeminente e lateralizado dos equinos, com extensa exposi¢ao da cornea, além
de ser mais suscetivel a traumas, propicia a evaporacao e a instabilidade do filme
lacrimal (BROOKS; GALERA, 2012). Outra interacdo entre a inoculacdo fungica de
cérnea no homem e em equinos sdo as lesBes ulcerativas por herpes virus
(DEORUKHKARL; KATIYARL; SAINIL, 2012; VOELTER-RATSON et al., 2013;
SHERMAN et al., 2016; MUSTIKKA; GRONTHAL; PIETILA, 2020; BROWN et al.,
2021).

3.2.1 Fisiopatogenia da ceratomicose

A ceratomicose manifesta-se a partir da quebra da barreira epitelial da
cOrnea, seguida da inoculacdo de agentes flngicos no estroma corneano pela
inoculacao direta -lesdes traumaticas-. Outra forma de manifestacdo da doenca se
da pela infeccdo oportunista da micobiota ocular a partir da quebra da homeostase
local da cOrnea por ulceras de corneas prévias, uso prolongado de antibidticos,
corticosteroides, instabilidade do filme lacrimal, uso de lentes de contato, pos-
operatorio ou por individuos imunocomprometidos, fatores estes que impossibilitam a
defesa e propiciam a infeccdo por fungos (VOELTER-RATSON et al., 2013;
BERKOWSKI et al., 2019b; CULLEN ID et al., 2019; MUSTIKKA; GRONTHAL;
PIETILA, 2020).

As apresentacdes clinicas irdo variar de acordo com o grau de degradacao

do estroma corneano, grau de inflamacgéo tecidual e as caracteristicas fisicas e
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metabdlicas do agente infeccioso (SAFATE; GALERA, 2023). As ceratites superficiais
(Figura 3) séo ocasionadas logo abaixo do epitélio corneano, apés a inoculacdo no
estroma superficial, por quebra da barreira epitelial ou por lesdes ulcerativas pré-
existentes (BROOKS; GALERA, 2012). Alteragdes no filme lacrimal, microerosdes de
cornea, Ulcera superficial e opacidade e placas corneanas superficiais sdo descritas
(CULLEN ID et al., 2019). Apos instalada a infecdo, se ndo combatida, o fungo inicia
0 seu crescimento se desenvolvendo e se dissemina mais profundamente no estroma
em busca de nutricdo, em direcdo a membrana de Descemet, agravando o quadro
para uma Ulcera corneana profunda, ou ceratite estromal (VOELTER-RATSON et al.,
2013; BERKOWSKI et al., 2019b; CULLEN ID et al., 2019; MUSTIKKA; GRONTHAL;
PIETILA, 2020). Se ndo contida a degradagdo tecidual o quadro evolui para
perfuracdo ocular ou endoftalmite (BEZERRA; HOFLING-LIMA; OLIVEIRA, 2020). A
ceratite estromal também pode manifestar-se a partir de uma penetracédo traumatica
com inoculacdo no estroma corneano (SMITH; PUCKET; GILMOUR, 2014). Quando
a velocidade de cicatrizacdo do epitélio foi maior que a capacidade imunoldgica do
paciente de combater a infec¢cdo, havera o desenvolvimento de um abcesso estromal
(Figura 4) (DE LINDE HENRIKSEN et al., 2014; SMITH; PUCKET; GILMOUR, 2014;
MUSTIKKA; GRONTHAL; PIETILA, 2020).

A ceratomicose geralmente ocorre de forma subaguda e dolorosa, os
pacientes apresentam edema palpebral, blefarospasmo, fotofobia, epifora, hiperemia
conjuntival, quemose e secre¢do mucosa ou purulenta, por semanas, tendo a ter um
curso mais longo quando comparada a ceratites bacterianas (BROOKS; ANDREW,;
NASISSE, 1998; VOELTER-RATSON et al, 2013; CULLEN ID et al, 2019;
BERKOWSKI et al., 2019b; WEI et al., 2023).

A descricdo dos sinais clinicos € semelhante em ambas as espécies
(SHARMA et al., 2022; SMITH; PUCKET; GILMOUR, 2014). As ceratites superficiais
sdo descritas como lesdes secas, firmes e sélidas, com diferentes formas de
apresentacoes clinicas, como um denso infiltrado celular branco-acinzentado, com
aparéncia de floco de neve ou de placa, com a margem da les&o podendo se infiltrar
no estroma com formatos de ramificagcdes, difuso ou multifocal (Figura 4)
(LEDBETTER, 2017). Na periferia de uma lesao principal, podem ser observados
infiltrados adjacentes (lesdes satélites) (SHARMA et al., 2022). Nas ceratites por
Candida sp., no homem, é descrita uma leséo central branca ulcerada, com extenso

e discreto infiltrado estromal ao redor (collar button) (WEI et al., 2023) . A medida que
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ha a invasdo pelo estroma, pode haver a evolucdo para placas endoteliais
(BERKOWSKI et al., 2019b; SHARMA et al., 2022; WHITMAN et al., 2022; WEI et al.,
2023). A producdo de melanina pelos fungos demaceos, confere as ceratites por
esses agentes, o aspecto pigmentado da lesdo (Figura 3) (KUMAR et al., 2019).
Complicacdes frequentemente presente relacionadas a processos inflamatorios locais
incluem: hipopio, intensa neovascularizacdo de coOrnea, derretimento estromal
(melting), esclerite, endoftalmite, graus variados de uveite, iridocliclite ou panoftalmite
e celulite orbitaria (SANSOM; FEATHERSTONE; BARNETT, 2005; VOELTER-
RATSON et al., 2013; WADA et al., 2013; HERMANS et al., 2017).
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Figura 3. Bulbo do olho equino apresentando (A) ulcera superficial por
ceratomicose e (B) Placa fungica pigmentada de cor caramelo, neovasos e edema de
cornea (BROOKS; GALERA, 2012; CULLEN ID et al., 2019)

£

Figura 4. Bulbo do olho equino apresentando ceratite fungica. (A) Ulcera de
cornea associada a placa fungica branca e seca e hipopio leve. (B) Abscesso estromal
fungico associado a uveite anterior (LEDBETTER, 2017)

3.2.2 Diagnostico clinico e laboratorial
O diagnéstico laboratorial de ceratite ulcerativa infecciosa € desafiador e
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deve ser baseado mediante uma anamnese minuciosa associado a exames
laboratoriais (BEZERRA; HOFLING-LIMA; OLIVEIRA, 2020). O diagnoéstico muitas
vezes € limitado pelo acesso dos médicos e de médicos veterinarios aos exames
microbiolégicos tornando o manejo desta infeccdo ainda mais desafiador
(DEORUKHKARL; KATIYARL; SAINIL, 2012).

3.2.2.1 Microscopia direta — raspado de cornea

A microscopia direta € um exame rapido, simples e barato que permite a
identificacdo das estruturas fangicas, sendo um diferencial para as ceratites
microbianas (Figura 5). O raspado de cOrnea pode ser realizado com anestesia topica,
com uma espétula. Devido a profundidade das lesdes, o swab ndo € o instrumental
mais indicado (BEZERRA; HOFLING-LIMA; OLIVEIRA, 2020).

Técnicas convencionais como as coloracdes de Gram, branco de
calcofluor, hidréxido de potassio ou azul de lactofenol podem ser usadas, assim como
coloracbes mais especializadas como Giemsa, &cido periodico Schiff (PAS) e a
técnica de impregnacéo pela prata de Gomori (MAHMOUDI et al., 2018). Apesar de
um exame de triagem, a sensibilidade para detec¢éo de fungos na microscopia direta
é relativamente alta. A técnica mais indicada € a coloracdo com branco de calcofluor,
gue guando associada ao hidroxido de potassio, demonstra uma sensibilidade de
98,3%, enquanto a visualizacdo somente com hidréxido de potassio conferiu uma
sensibilidade de 61-94%. Com o azul de lactofenol uma sensibilidade de 85% foi
observada, e apenas entre 36-50% quando a coloracdo de Gram foi realizada
(ZHANG et al., 2010; BROWN et al., 2021).

A microscopia direta apesar de rapida, dificilmente permite a identificacédo
dos fungos a nivel de género ou espécie. Portanto, sempre que possivel, a cultura
fungica deve ser solicitada (LAVER, 2021).
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Figura 5. Raspado direto de cornea com presenca de estrutura fangica.
(FERRER; ALIO, 2011)

3.2.2.2 Cultura fungica

A cultura fangica é o padrao ouro para o diagndstico de ceratites fangicas,
além de permitir a determinacdo da suscetibilidade aos antifungicos (Figura 6)
(DEORUKHKARL; KATIYARL; SAINIL, 2012; SHERMAN et al., 2016). A coleta para
a cultura fangica preferencialmente deve ser feita previamente ao inicio da terapia
antifngica, quando possivel, se ja tiver iniciado o tratamento, suspende-lo por 24
horas antes da coleta, caso contrario, a inoculacdo pode ser feita em meio liquido afim
de diluir o farmaco (BEZERRA; HOFLING-LIMA; OLIVEIRA, 2020). Para a realizac&o
do exame deve se iniciar aplicando uma gota de colirio anestésico sem conservante,
e também, deve-se avaliar a possibilidade de sedacdo do paciente para coleta
adequada (LAVER, 2021). A remocao de muco e detritos celulares aumenta as taxas
de sucesso no diagnostico (TING et al., 2022). Para realizar o esfregaco da cérnea,
pode ser utilizada uma agulha hipodérmica, a face ndo cortante de uma lamina de
bisturi ou uma espatula de Kimura estéril. A coleta deve ser feita no estroma profundo,
em especial em casos de abcessos corneanos com integridade do epitélio corneano.
(LAVER, 2021; TING et al., 2022). Os meios de cultura mais indicados séo: agar
sangue, agar chocolate e agar Sabouraud dextrose. Deve ser inoculado em estrias
em formato de C, evitando a perfuracéo do agar. Somente o crescimento fungico em
torno da area de inoculacéo deve ser considerado (LECK, 2009).

A cultura fungica é um exame imprescindivel sempre que ha a suspeita de

ceratite fingica, porém, devido a grande variabilidade morfolégica da macroscopia das
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colonias e das estruturas reprodutivas, a identificacéo a nivel de espécie ou genotipo
(linhagem) pode néo ser eficiente (RIBEIRO et al., 2021). Resultados falsos negativos
devido a pequena quantidade amostral podem ocorrer, bem como a incorreta
identificacdo de contaminantes (DEORUKHKARL; KATIYARL; SAINIL, 2012).
Ademais, o tempo para a conclusdo do exame pode ultrapassar trés semanas, um
fator crucial para o agravamento do quadro clinico, devido ao atraso no diagndstico
(LECK, 2009; BEZERRA; HOFLING-LIMA; OLIVEIRA, 2020; BROWN et al., 2021).

Figura 6. Cultura fangica de F. solani em &gar Sabouraud Dextrose.
Imagem do autor

3.2.2.3 Diagnéstico molecular

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € um método de diagndstico
molecular, baseado em um rapido ensaio enzimatico altamente sensivel que, a partir
de uma pequena amostra, permite a amplificacdo de um fragmento de DNA,
possibilitando a identificacdo dos agentes causais presentes. Outras técnicas com
maior sensibilidade podem ser utilizadas, como o nested PCR, multiplex PCR, PCR
por transcriptase reversa e espectrometria de massa (MALD-TOF) (TING et al., 2022;
WANG et al., 2023b).

A rapidez e a alta sensibilidade dos diagnosticos moleculares tem sido um
grande incentivo dos pesquisadores para a identificacdo das ceratites fungicas, no
entanto, o alto custo e o dificil acesso, ainda constitui-se um entrave na abordagem
clinica (BROWN et al., 2021; TING et al., 2022).
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3.2.2.4 Tomografia de coeréncia oOptica - OCT

A tomografia de coeréncia Optica do segmento anterior (AS-OCT) é uma
excelente ferramenta de diagnostico por imagem, que vem sendo amplamente
utilizada para identificar, caracterizar, quantificar e monitorar o progresso de diversas
doencas de cornea (BLANCHARD; BARR; GILGER, 2019). A OCT fornece imagens
precisas de todas as camadas da cOrnea, mesmo em cérneas opacas, edemaciadas,
ou com placas e necroses que impe¢am no exame clinico a visualizagdo das camadas
mais profundas, ideal para avaliagdo das ceratites flungicas (Figura 7) (RODRIGUEZ
GALARZA; MCMULLEN, 2020). A possibilidade de mensuracdo da espessura
corneana, permite avaliar o risco de perfuracéo, prever a resposta ao tratamento, além
caracterizar as lesGes de acordo com o agente etioldgico, ja descrito para ceratite viral,
bacteriana, fungica ou por Acanthamoeba (OLIVEIRA et al., 2020; WANG et al., 2020).

Figura 7. Apresentacgéo clinica (esquerda) e imagem de OCT (direita) de ceratite fingica
equina. A perda (L) e o espessamento (E) epitelial evidenciados. (BLANCHARD; BARR; GILGER,
2019)

3.2.2.5 Microscopia confocal

O exame de microscopia confocal da cérnea é uma técnica ndo invasiva
gue permite o diagnostico em tempo real a nivel ambulatorial. Esta técnica permite a
avaliar todas as camadas da cOrnea e suas estruturas a nivel celular (500x),
permitindo a identificagdo das estruturas fangicas mesmo em corneas opacas, 0 que
torna este um exame ideal para a identificacdo das ceratites fungicas (LEDBETTER
et al., 2015).

A microscopia confocal a laser e a fenda s&o as amplamente utilizadas em

centros oftalmolégicos humanos e as pesquisas demostram um resultado promissor,
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com alta sensibilidade e especificidade para as ceratomicoses (MOSHTAGHION et
al., 2023; WANG et al., 2019). Alguns estudos prospectaram diferenciar a infeccdo a
nivel de espécie fungica de acordo com a morfologia e caracteristica da invasédo
fungica (TABATABAEI et al., 2020). O alto custo de aquisicdo do equipamento faz
dessa uma tecnologia possivel, por enquanto, em paises desenvolvidos (BAKKEN et
al., 2022).

3.2.2.6 Perspectivas

A inteligéncia artificial € uma atual e potente ferramenta que vem sendo
fortemente estudada e implementada em todas as areas do conhecimento e dentro
da ciéncia oftalmolégica ndo poderia ser diferente (WEI et al., 2023). O uso de
inteligéncia artificial, machine learning e deep learning tem demostrado um potencial
de revolucionar o diagndéstico médico (LOKMAN; TUNDE, 2019). Ja é uma realidade
0 uso de algoritmos para diagndéstico de doencas retinianas, glaucoma, mapeamento
topografico da cornea e céalculos de lentes intraoculares (OKE; VANDERVEEN, 2021).
A tentativa de classificacdo e diferenciacdo das etiologias de ceratites infecciosas a
partir da andlise computacional de fotos com a lampada de fenda, mostrou resultados
promissores de cerca de 70- 80% de acuracia (HUNG et al., 2021; KUO et al., 2020;
SAINI et al., 2003).

As técnicas de diagndstico microbiolégicos tradicionais apresentam
entraves referente a falha de diagnéstico, a morosidade dos processos e a
necessidade de um grande volume amostral ou de patégenos, tais limitacdes estao
sendo solucionadas a partir dos estudos dmicos (BORRONI et al., 2023). Genbmica,
metagendmica e protedmica sdo ferramentas que utilizam da bioinformética para
amplificar e sequenciar o RNA ou DNA, podendo detectar, sem a necessidade de
cultura microbioldgica, os potenciais patdgenos, como bactérias, virus, fungos e
parasitas, em uma pequena amostra, como num rapado de cérnea (BORRONI et al.,
2023). Nao somente isto, os estudos dmicos possibilitam interpretar a resposta do
hospedeiro e do patdégeno frente a infeccdo, avaliar os potenciais de resisténcia
microbiana, além de compreender a interacdo entre as comunidades microbianas
presentes (KUO et al., 2019).
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3.2.3 Terapia antifungica

A escassa disponibilidade de farmacos antifingicos € outro fator que torna
essa doenca tdo desafiadora para médicos e veterinarios (LEDBETTER, 2017,
SAHAY et al.,, 2019). Atualmente as classes de antifungicos disponiveis para uso
oftalmoldgico séo: polienos, azdis, pirimidinas, equinocandinas e alilaminas (Tabela
2) (SHARMA et al., 2022). A natamicina e 0s azOis sdo 0os mais frequentemente
utilizados na prética clinica (PRAJNA et al., 2016; SHARMA et al., 2022; SMITH;
PUCKET,; GILMOUR, 2014). Ainda pairam muitas duvidas sobre a melhor escolha
terapéutica, mas é consenso entre os protocolos dos grandes centros oftalmoldgicos
e organizacdes de saude que a natamicina é a droga de primeira escolha (somente
na forma de colirio), mas havendo resposta inadequada, o uso de voriconazol pode
ser uma opcao (PRAJNA et al., 2016). A indicagcdo terapéutica para ceratite por
leveduras é o tratamento com Anfotericina B (“Guidelines for the Management of at
Corneal Ulcer”, 2004; PRAJNA et al., 2013).

A terapia antifingica deve ser iniciada pela aplicacdo tépica (a cada hora
por 48 horas, reduzindo para cada 2 ou 4 horas até a reepitelizacdo completa, cerca
de 3 semanas). Quando insuficiente, apesar de baixa evidéncia estatistica, sugere-se
associar aplicac6es de antifungicos intracameral , intraestromal e subconjuntival de
anfotericina B ou voriconazol (BEZERRA; HOFLING-LIMA; OLIVEIRA, 2020;
LEDBETTER, 2017; SHARMA et al., 2022; SMITH; PUCKET; GILMOUR, 2014). A
terapia sistémica pode ser necessaria em Uulceras estromais profundas (>50% do
estroma), recalcitrantes ou em endoftalmites, porém nao existem evidéncias robustas
da eficacia (PRAJNA et al., 2016). O tratamento cirtrgico € indicado em casos graves
(BEZERRA; HOFLING-LIMA; OLIVEIRA, 2020). Desbridamento epitelial pode auxiliar
na remocao de tecidos necroticos, diminuicdo da carga microbiana e na melhora da
penetracdo de drogas no estroma da cOrnea (SUN et al.,, 2018). A ceratoplastia
lamelar ou penetrante é indicada no manejo de melting corneano e perfuragdo ocular
(BERKOWSKI et al., 2019b; SMITH; PUCKET; GILMOUR, 2014; WADA et al., 2013).
Cross-linking apresenta-se como potencial alternativa para o tratamento de ceratites
infecciosas, porém os estudos com ceratite flngica ndo tiveram resultados
promissores, além de falhas metodoldgicas nos ensaios clinicos, foram observados
aumento na taxa de perfuragcdes corneanas com o uso (SAID et al., 2014; UDDARAJU
et al.,, 2015). A crioterapia mostrou poder ser uma alternativa em um estudo

experimental in vivo com coelhos (CHEN et al., 2015).
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Tabela 2. Antifingicos oftalmicos para o tratamento de ceratite fungica.

3 VIA DE .
ANTIFUNGICO - CARACTERISTICA
APLICACAO
Formacéao de poros na parede celular ou a inibicdo da formacéao
Polienos de aminoacidos e transporte de glicose pela ligagcdo com o

Natamicina 5%

Anfotericina B

ergosterol

Topico

Topico 0,3-0,5%
Intraestromal
0,02mg/ml
Intracameral
5-10 mcg/0,1
mi

Intravitrea

Unico farmaco aprovado pelo FDA.

Baixa penetracdo em tecidos oculares

Bom espectro de acéo contra fungos
filamentosos, exceto Aspergillus Flavus. Pode

apresentar baixa acao contra Fusarium.

Bom espectro de agéo contra Candida sp.
Indicado para ceratites por fungos demaceos.

Pode ser associada a natamicina tépica

Azbis

Voriconazol 1%

Econazoll1-2%

Fluconazol

2mg/ml

Posaconazol
100mg/ml

Inibicdo do ergosterol e alteracdo na permeabilidade da

membrana
Intraestromal
50-pg/0,1 m
Intracameral 50-
Mg/0,1 m

Intravitrea

Topico

Topico

Subconjuntival

Topico

Boa absorc¢ao sistémica, atingindo vitreo e humor
aguoso. Bom espectro de acao contra
Aspergillus, Candida, Cryptococcus, Fusarium,
Scedosporium e minimo para Mucorales.

Indicado para ceratites por fungos demaceos.
Baixo referencial teorico

Boa penetracgéo vitrea com 0 uso

Bom espectro contra Fusarium sp., embora
estudos demonstrem acéo inferior quando
comparado a natamicina

Baixo referencial teérico. Maior ac&o in vitro

comparada ao voriconazol. Maior permeabilidade
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corneana.

Pirimidina Acdo intracelular, impedindo a sinese de DNA

o Baixa penetracdo nos tecidos oculares. Espectro
5-fluorcitocina

(5FC) Topico de acgao restrito. Atua bem contra Candida sp.

Sinergismo com anfotericina B.

Equinocandina | Inibicdo da sintese de glucanas na parede celular

Bom espectro de acao contra levedura resistente

Micafungina o ' . '

Topico aos polienos e triazois,C. albicans e C.
Img/ml o

parapsilosis .

Caspofungina o o _ _

Topico Eficacia para Candida albican

1,5-5mg/mi
o Inibicdo da enzima esqualeno epoxidase, com acumulo de

Alilamina )

esqualeno no citoplasma e falta de ergosterol nas membranas
Terbinafina Tépi Bom espectro contra filamentosos. Opc¢éao

opico o . oA -

0,25% terapéutica quando ha resisténcia a natamicina.

(LIANG et al.,, 2009; PRAJNA et al., 2013; GUBERT MULLER; KARA-JOSE;
SILVESTRE DE CASTRO, 2013; UDDARAJU et al., 2015; PRAJNA et al., 2016;
BEHRENS-BAUMANN et al., 2019; SHARMA et al., 2022; VANATHI et al., 2022)

3.2.4 Terapia convencional de ceratite fangica

A natamicina, ou anteriormente chamada pimaricina, € um antifingico da
classe dos macrolideos poliénos, com peso molecular de 665,725g/mol e formula
empirica CssHa7NO13 (Figura 8). E naturalmente produzida pela bactéria Streptomyces
natalenses, e foi descoberto em 1955 (STRUYK et al., 1958).

A natamicina € uma molécula anfétera —béasico (fragcdo micosamina) e acido
(grupo carboxilico) e dipolar em pH 6,5, estavel em pH 5-9 e fotossensivel. A
caracteristica anfipatica se deve ao terminal contendo o cromoforo tetraeno
insaturado, rigido e completamente hidrofobico, enquanto o lado hidroxilado é
relativamente flexivel e hidrofilico (PATIL; LAKHANI; MAJUMDAR, 2017).
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Figura 8. Estrutura quimica da natamicina com agrupamento (A)
cromoforo tetraeno, (B) fragdo micosamina ligada ao nucleo por uma ligacao éter e
(C) grupo carboxilico.(PATIL; LAKHANI; MAJUMDAR, 2017)

Enquanto o mecanismo de acao dos demais poliénicos se deve a partir do
surgimento de poros na membrana fungica ap6s conjugacdo ao ergosterol, a
natamicina, ap0s adentrar ao citoplasma da célula fungica, atua inativando as,
impedindo diversas rotas metabdlicas, como a fusdo de membrana celular, proteinas
dependentes de ergosterol, endocitose, exocitose e fusdo vacular, levando a célula
fungica ao colapso e assim impedindo o crescimento fungico (PATIL; LAKHANI;
MAJUMDAR, 2017). Além disso, atua inibindo a atividade de proteinas plasmaticas
responsaveis pelo transporte de aminoacidos essenciais e acucares para as células
fungicas, como arginina, prolina e glicose, entre outros (PATIL; LAKHANI;
MAJUMDAR, 2017).

A natamicina é o Unico antifingico aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) (“Natamicyn €”, [s.d.]) e indicado pela Organizacdo Mundial da
Saude para o tratamento de ceratite fungica (“Guidelines for the Management of at
Corneal Ulcer”, 2004; SAHAY et al.,, 2019). No Brasil, at¢ o momento ndo ha
formulac@es antifingicas de uso comercial disponiveis em forma de colirio (ANVISA,
2023). A formulacédo oftdlmica de natamicina, devido sua baixa solubilidade, é uma
suspensdo aquosa, forma grumos e aglomerados, é instavel e susceptivel a
contaminacdo bacteriana (GUBERT MULLER; KARA-JOSE; SILVESTRE DE
CASTRO, 2013). A aplicacdo é topica, em forma de colirio, outras formas de
aplicacdo, como subconjuntival, intracameral, intravitrea, intraestromal ou sistémica
nao sao indicadas devido a toxidade tecidual - necrose conjuntival e esclerite-
(GUBERT MULLER; KARA-JOSE; SILVESTRE DE CASTRO, 2013).

A formulacdo comercialmente disponivel € composta por cloreto de
benzalcénio (“Natamicyn €”, [s.d.]), um conservante com alto potencial epitéliotdéxico
para a cérnea (HEDENGRAN; KOLKO, 2023). O alto peso molecular da natamicina
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dificulta a sua permeabilidade no estroma da cornea, conferindo menor eficacia para
as ceratites profundas, ademais, a administracéo ocular de particulas maiores que 5
a 10um pode resultar em irritagdo, desconforto e alta depuragdo ocular
(CHANDASANA et al., 2014).

A suscetibilidade in vitro dos fungos causadores de ceratite vem sendo
amplamente estudada comparando aos demais farmacos a natamicina (BETBEZE et
al., 2006; PRADHAN et al., 2011; VENKATESH N PRAJNA et al., 2012, 2012; PATIL,;
LAKHANI; MAJUMDAR, 2017). Apesar de ser o fArmaco de primeira escolha para o
tratamento de infeccdes fangicas na cornea, estudos demonstraram falhas no
tratamento ou efeito inferior quando comparada a outros farmacos (MAHMOUDI et al.,
2018). A natamicina possui amplo espectro de acdo contra fungos filamentosos e
leveduras, inclusive frente aos principais causadores de ceratites fungicas como
Aspergillus spp., Fusarium spp., Cephalosporium spp., Penicillium spp., fungos
demaceos e Candida spp (PATIL; LAKHANI; MAJUMDAR, 2017). Aspergillus flavus
apresentou valores CIM altos para natamicina, no entanto, a natamicina mostrou ser
eficiente contra Fusarium sp., porém ndo superior & Anfotericina B (VANATHI et al.,
2022). Quando comparada in vitro ao voriconazol, para diversas cepas de fungos
filamentosos, a natamicina teve piores resultados (PRAJNA et al., 2013).

O voriconazol é um triazol de nova geracdo, um derivado lipofilico do
fluconazol, que difere-se pela adicdo de um grupo metil no esqueleto do propranolol e
pela substituicAo de uma porcéo triazol por um anel fluoropirimidina (Figura 9)
(ARORA et al., 2011; SAHAY et al., 2019). E um inibidor da 14 a-lanosterol demetilase
dependente do citocromo P450e, que resulta no acumulo de esterbis 14a-metil,
diminuido o nivel de ergosterol da parede celular fingica. Uma molécula pequena com
peso molar 349.317g/mol, que vem sendo amplamente sugerida como tratamento de
ceratomicose, a fim de desbancar o tratamento com a natamicina (SAHAY et al., 2019;
TAMURA et al., 2020a).
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Figura 9. Estrutura quimica do voriconazol

O voriconazola vem despertando interesse, devido as Otimas respostas in
vitro as principais cepas causadoras de ceratites fungicas. Em alguns estudos
demonstrando ser suscetivel a todas as cepas testadas (SAHAY et al., 2019). Porém,
em um robusto estudo, que comparou natamicina e voriconazol, as respostas clinicas
frente ao voriconazol foram piores, em que resultou em menor acuidade visual e
maiores indices de perfuragcdo corneana nos pacientes tratados com voriconazol
(PRAJNA et al., 2016). Apesar de ser uma molécula menor, e aparentemente ter
melhor permeabilidade através da cérnea, os fatores imunes oculares resultam em
concentracdo deste antifungico no sitio de infeccdo com valores subterapeuticos
(SAHAY et al., 2019). Tendo em vista essa problematica, foram relatadas tentativas
de entrega alternativas do voriconazol a cérnea, como aplicacdo intraestromal,
intracameral ou intravitrea, porém atualmente ndo se tem resultados robustos
comprovando a eficiéncia (MAHMOUDI et al., 2018). A associacdo do voriconazol
oral ao tratamento tépico também ndo se mostrou benéfica para humanos (PRAJNA
et al., 2016; CULLEN ID et al., 2019; VANATHI et al., 2022). Os relatos de tratamento
de ceratite fungica equina com voriconazol, geralmente sdo empiricos e sem
embasamento estatistico robusto (SMITH; PUCKET; GILMOUR, 2014; TAMURA et
al., 2020b). Em um estudo que avaliou a farmacocinética e farmacodinamica do
voriconazol em equinos, demonstrou concentra¢des terapéuticas do voriconazol no
plasma e lagrima de equinos tratados oralmente (TAMURA et al., 2020b). Devido a
inconsisténcia dos resultados perante ao tratamento do voriconazol e ao alto
investimento financeiro, a hatamicina 5% colirio segue sendo indicada como droga de

primeira escolha.
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Os estudos in vitro para amostra de ceratomicose equina sdo escassos,
mas corroboram com os resultados encontrados em humanos (CULLEN ID et al.,
2019; LEDBETTER, 2017; PEARCE et al.,, 2009). A suscetibilidade a natamicina
demostrou ser similar ao miconazol itraconazol e cetoconazol para as cepas
Aspergillus spp. Fusarium spp., Penicillium spp., Cylindrocarpon spp., Scytalidium
spp. e Torulopsis spp, € menos sensivel ao fluconazol (BROOKS et al.,, 1998;
LEDBETTER et al., 2007; LEDBETTER, 2017). Assim como no homem, o voriconazol
mostrou ser mais efetivo que a natamicina, exceto para Fusarium spp., e a natamicina
também apresentou baixa acdo contra Aspergillus spp. (CULLEN ID et al., 2019;
LEDBETTER, 2017; PEARCE et al., 2009) Quando comparada a sulfadiazina de
prata, a natamicina mostrou valores de CIM significativamente superiores, onde a
natamicina apresentou MIC de 256 a 1000 ug/mL e a sulfadiazina de prata de 1 a 64
pug/mL (BETBEZE et al., 2006).

Embora estudos in vitro demonstrem boa eficacia da natamicina contra
Fusarium spp., isso ndo ocorreu com os resultados clinicos (PRADHAN et al., 2011;
CULLEN ID et al., 2019). A terbinafina mostrou ser superior & natamicina perante a
avaliacao clinica, e semelhante, porém ndo superior, em ensaios in vitro, em um
estudo com pequeno n amostral (LIANG et al., 2009). De maneira oposta, sao
descritos bons resultados ao tratamento de ceratomicose por fungos demaceos com
natamicina, concordando com os baixos valores de CIM, porém, o sucesso do
tratamento se deve a baixa viruléncia, e a tendéncia ao ndo invaséo tecidual dessas
espécies (PRADHAN et al., 2011). Clinicamente a natamicina demostrou resultados
semelhantes ao voriconazol 1%, itraconazol 1% para Aspergillus spp. e Curvularia
spp. (KALAVATHY et al., 2005; ARORA et al., 2011).

Atualmente tem surgido diversas propostas de melhoria da eficacia dos
colirios de natamicina, dentre elas a associagao a ciclodextrinas - aparenta melhorar
a penetracdo transcorneana, mantendo a suscetibilidade fangica (WANG et al.,
2023a) -, a formulacédo de géis e nanoparticulas, de liberacdo lenta, ou com menor
depuracdo no filme lacrimal, afim de diminuir o intervalo entre doses ou a
concentracéo do farmaco (CHANDASANA et al., 2014; MOBARAKI et al., 2020).

Apesar do baixo grau de estatistica dos estudos de avaliacdo de
suscetibilidade e de acao clinica, € consenso entre os principais autores, que a

natamicina segue sendo a melhor escolha para o tratamento de ceratite fungica.



24

3.2.5Clioquinol

O clioquinol (CeHsCIINO) e um derivado da 8-hidroxiquinolina (8HQ), com
peso molecular 305.5 g/mol (Figura 10) lipofilico (OYAMA et al., 2012). O clioquinol é
um farmaco conhecida e empregada ha mais de sete décadas como antiparasitario,
no entanto, em 1958, teve seu emprego desencorajado devido a uma série de casos
no Japdo de Sindrome Neuropatia Mielo-Optica Subaguda (SMON) (PIPPI et al.,
2019b). Posteriormente, os casos de SMON foram elucidados, conclui-se que a
toxicidade presente foi devido a altas dosagens associadas as caracteristicas
especificas da populacéo afetada, como deficiéncia de zinco e vitamina B12 e anemia,
além de caracteristicas genéticas de receptores neurais. Ap6s refutada a
contraindicacao, o clioquinol, voltou a ser considerado para o tratamento de diversas
doencas, tendo em vista ser umo farmacocom ampla versatilidade, atuando como
antimicrobiano, antioxidante, antiparasitario, oncologico, Alzheimer’s, Parkinson’s,
Huntington’s e até mesmo COVID (WYKOWSKI; FUENTEFRIA; DE ANDRADE,
2022).

Cl
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Figura 10. Estrutura quimica do clioquinol

A acédo antifungica do clioquinol ja foi amplamente descrita, e esta
associada ao iodo na posicdo 7 e um cloro na posicdo 5 do anel quinolinico
(JACOBUS BERLITZ et al., 2023). Nos ultimos anos, a caracterizacdo do mecanismo
e espectro de acdo antifungico das 8HQ vem sendo desvendada, demonstrando um
efeito predominante sobre a parede celular e sobre o ciclo mitotico, além de um eficaz
efeito antibiofiime (YAN et al.,, 2018; CHAVES et al., 2020; PIPPI et al., 2019a).
Estudos de suscetibilidade demonstraram valores de CIM do clioquinol para

Scedosporium dehoogii (CIM 0,5-1 pg/mL), Fusarium sp (CIM 0,5-2ug/mL),
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Aspergillus fumigatus (CIM 6 mg/L), Mucorales sp. (CIM 4 — 8ug/mL), (LEONARDELLI
et al, 2019; WYKOWSKI; FUENTEFRIA; DE ANDRADE, 2022). Resultados
satisfatorios também foram demostrados em um estudo com diferentes espécies de
Candida sp. (CIM 0,031-0,5ug/mL), em que o clioquinol erradicou a presenca de
biofilmes em dispositivos intrauterinos causados por C. glabrata (100%), C. tropicalis
(99.95%) e por C. albicans (97.92%) (PIPPI et al., 2018). Em outros estudos do mesmo
grupo, verificou-se a capacidade inibir a formacéo das pseudohifas e hifas (PIPPI et
al., 2019a), além mostrar ser um excelente tratamento sistémico para C. albicans em
um modelo alternativo com moscas Drosophila melanogaster imunodeprimidas (PIPPI
et al., 2019b). Outros estudos demonstraram um perfil de suscetibilidade frente a
cepas de micoses dermatologicas (CHAVES et al., 2020; COSTA et al., 2021). Além
disso, o clioquinol demostrou sinergismo a alguns farmacos, com a terbinafina,
voriconazol e ciclopirox para isolados de ceratite fungica, ornicomicose e
dermatofitose. Em um estudo com Fusarium sp. isolados de ceratite fangica humana,
as associacdes de clioquinol com voriconazol, ou com ciclopirox olamina mostraram
atividade fungicida ap6s 24 horas de exposicdo ao patdégeno e diferiram
significativamente quando comparadas aos agentes antifingicos isolados, sendo que
o clioquinol, apresentou acao antibiofilme apds 4 horas (CHAVES et al., 2020; COSTA
et al., 2021).

A toxicidade do clioquinol foi estudada por alguns autores, em que
demonstrou ndo ser irritativo a membrana corio-alantoide sozinho ou em combinacao
ao voriconazol, terbinafina ou ciclopirox olamina, de mesmo modo, apresentou baixa
toxicidade a leucécitos humanos (CHAVES et al., 2020; COSTA et al., 2021).

3.2.6 Nitroxolina

A nitroxolina (CoHsN203) € um derivado da 8-hidroxiquinolina, com peso
molecular 190.156 g/mol (Figura 11). Possui a¢do contra bactérias Gram positivas e
negativas estabelecida, sendo convencionalmente utilizada desde 1960 para
tratamento de infec¢des do trato urinario (WYKOWSKI; FUENTEFRIA; DE ANDRADE,
2022). Apo6s 10 anos de uso, a falta de conhecimento acerca da farmacocinética e
espectro de acdo limitou o uso deste farmaco. Acredita-se que o mecanismo de acao,
se dé pela capacidade de quelar ions. Assim como o clioquinol, este € um farmaco
versatil, mostrando potencial para o tratamento de diversas doengas como acéo

antiangiogénica, neuroprotetora, oncolégica e antiparasitarias (SOBKE et al., 2018;
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WYKOWSKI; FUENTEFRIA; DE ANDRADE, 2022).
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Figura 11. Estrutura quimica da nitroxolina..

A acdo antifungica da nitroxolina vem sendo explorada por alguns autores,
demostrando resultados promissores, como para as cepas de Candia auris (CIM 0,125
a 1mg/mL), uma espécie emergente que vem preocupando a classe médica devido A
comorbidade e multirresisténcia aos antifangicos disponiveis (FUCHS et al., 2021).
Essa molécula, demonstrou ter 6timas acéo frente a Saccharomyces cerevisiae eC.
albicans (CIM 42.07 uM), do mesmo modo, em outro estudo que avaliou diferente
espécies de Candida, como C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis , C. krusei e C.
glabrata, que foram encontrados valores de CIM entre 1-4mg/L (KRANZ et al., 2017).
Em um estudo in vitro que avaliou 186 cepas de Candida spp., a nitroxolina (MIC 0.25-
2ug/mL) mostrou ser superior aos imidazois e semelhante a anfotericina B
(HERNANDEZ MOLINA; LLOSA; VENTOSA, 1991).

3.3 Modelos experimentais ex vivo na oftalmologia

Historicamente vivenciamos tristes episédios do efeito deletério de
medicamentos e cosméticos a populacdo apds a comercializacdo de compostos sem
a devida compreensao dos potenciais toxicolégicos. Com este impeto, desde 1944, a
pesquisa de toxicologia ocular é fortemente baseada no teste de Draize (DRAIZE;
WOODARD; CALVERY, 1944).
A pesar da sua vasta aplicagdo, esse método vem sendo refutado tanto pela
comunidade cientifica, quanto pela sociedade comum, devido ao seu impacto ao bem
estar animal, muitas vezes tido como uma metodologia cruel e com baixa acuracia
(STEILING et al., 1999). Dada a importancia deste ponto, organizacbes mundiais

estdo se posicionando frente ao desacordo as pesquisas in vivo. O parlamento
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europeu ha décadas estabelece requisitos para minimizar ou abolir o0 uso de animais
na pesquisa (‘REGULAMENTO (UE) 2019/1010 DO PARLAMENTO EUROPEU E DO
CONSELHO”, 2019). Em 2016, a ARVO (Association for Research in Vision and
Ophthalmology, Inc.) formulou diretrizes para a desenvolvimento ético do uso de
animais na pesquisa oftalmolégica, baseadas no conceito dos 3R’s (MACARTHUR
CLARK, 2018; PIPER et al., 2023; “Statement for the Use of Animals in Ophthalmic
and Vision Research”, 2023) e mais recentemente, o FDA (Food and Drug
Administration) regulamentou a liberagéo de novos medicamentos sem a necessidade
de testagem em animais (WADMAN, 2023). No Brasil, desde 2015, os modelos
alternativos foram aprovados para a liberagcdo de medicamentos, enquanto que para
a pesquisa de produtos cosméticos, os estudos in vivo estdo proibidos (PEREIRA,
2015; “Projeto de Lei da Camara n° 70, de 2014, 2014).

Diante deste cenario, vem crescendo a busca por desenvolvimento de
modelos alternativos para a pesquisa oftalmoldgica. Dentre eles, as metodologias ex
vivo, que consistem em reproduzir as condi¢des reais de um fragmento de tecido ou
orgdo (MACIEL QUATRIN et al, 2019). Ja foram desenvolvidas diferentes
metodologias ex vivo para uma gama de afeccdes e sistemas oftalmicos (GOMEZ-
SEGURA et al., 2020; MINELLA et al., 2021; STOCKINGER et al., 2021; MARQUES
et al., 2022; SAFA et al., 2022).

Ao longo destes quase 80 anos de aplicacdo do ultrapassado teste de
Draize, diversas metodologias alternativas para a avaliacao de toxicidade ocular vem
sendo aplicadas, tais como, o teste em membrana corio-alantéide de ovo embrionado
de galinha (HET-CAM) (SCHEEL et al., 2011; STEILING et al., 1999), teste de
opacidade e permeabilidade de cérnea bovina (BCOP)(DUKIC; ALIX; SINA, 1992;
UBELS et al, 2002), citotoxicidade a partir de cultura celular de tecidos
oculares(NORTH-ROOT et al., 1982; SHOPSIS; ENG, 1985; LAGARTO et al., 2006a),
teste em olho enucleado de galinha (PRINSEN et al., 2017), ensaio de captagao do
vermelho neutro (LAGARTO et al., 2006a), ensaio de quantificacdo de proteinas totais
(SHOPSIS; ENG, 1985).

Ensaios ex vivo de micoses superficiais e profundas foram amplamente
descritos, como modelos para ornicomicoses, micoses de pele e de mucosas oral,
vaginal e intestinal, sistema respiratorio e infec¢des sisttmicas. Do mesmo modo,
cresce a busca para testes alternativos ex vivo para doencas infecciosas e micoses
oculares. (MARLO et al., 2017; MAURIN et al., 2022; OKUROWSKA et al., 2020;
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PENG et al., 2022)

3.4.1 Modelo experimental ex vivo para ceratite infecciosa

Devido a delicadeza e complexidade dos tecidos oculares, sdo poucos 0s
procedimentos que ndo impliguem em sofrimento ou comprometimento de suas
funcdes, principalmente quando se trata da pesquisa de processos infecciosos, e é
por isso que a pesquisa experimental para infec¢gdes fungicas vem caminhando para
o desenvolvimento de modelos alternativos ( QUATRIN et al., 2019).

Modelos de ceratite infecciosa ja foram descritos com olhos de ratos,
coelhos, humanos, cabras, porcos (PINNOCK et al.,, 2017; MADHU et al., 2018;
MONTGOMERY; FULLER, 2020; OKUROWSKA et al., 2020; UBANI-UKOMA et al.,
2020). Um uanico estudo de modelo experimental ex vivo com cOrnea equina foi
descrito, porém como um modelo genérico de pesquisa, ndo sendo especificamente
para ceratites infecciosas. Neste estudo, foram comparadas duas técnicas, uma em
imersao da cornea em um meio de cultura e em um sistema de interface ar/liquido
(MARLO et al., 2017).

Tendo em vista a eficiente protecdo da barreira epitelial da cérnea, é
consenso entre os métodos descritos para infeccbes a remocao desta primeira
camada, afim de construir uma porta de entrada para a infeccao, por incisdo com uma
lamina de bisturi (MADHU et al., 2018), inoculacdo intraestromal com agulha
(PINNOCK et al., 2017) ou trépano (UBANI-UKOMA et al., 2020). N&o houve diferenca
na comparacdo do método de incisdo e inoculacdo com agulha (PINNOCK et al.,
2017).

A concentracgdo de solugdo de indculo inicial, varia entre os autores, em um
estudo em cdérneas de coelho e humanas, foi instilado 108UFC/mL iniciais para
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,C. albicans e F. solani (PINNOCK
et al., 2017). Ubani-ukoma et al. (2020) desenvolveu um método para ceratite
bacteriana, inoculando 1uL de uma solucéo de 108 UFC/mL por cérnea de coelho. Em
um modelo que avaliou a infeccéo de P. aeruginosa e F. solani em cérneas caprinas,
foi utilizado uma alga estéril 932 + 46 F. solani. Também ja descrito anteriormente,
volumes maiores, 50uL de 10°UFC/mL de C.albicans, foram inoculados em cérnea
de coelho (BLANCO et al., 2017). Em experimentos in vivo em roedores, a
concentracdo inicial do inéculo variou de 10° a 108 para Fusarium spp. e Aspergillus
spp. (MONTGOMERY; FULLER, 2020).
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Ao desenvolver um experimento ex vivo € importante manter as estruturas
0 mais proximo do que séo in vivo. A curvatura da cérnea e a disposicéo de todas as
suas camadas dentro da sua conformacgdo habitual é de suma importancia para a
correta mimetizacdo do efeito patolégico. Para este feito, alguns autores sugerem
diferentes metodologias, como aparatos como anéis metalicos (PINNOCK et al., 2017)
ou plasticos (MARLO et al., 2017), agar (PINNOCK et al., 2017; UBANI-UKOMA et al.,
2020) ou um suporte de parafina previamente montado (MADHU et al., 2018).

As pesquisas ex vivo para infec¢cdes oculares ainda sao incipientes e

necessitam ser mais bem exploradas.
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