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RESUMO

PROSPECCAO DE AGENTES ANTIFUNGICOS PARA O COMBATE DE
FUNGOS DE IMPORTANCIA NA CLINICA MEDICA OFTALMOLOGICA

Anualmente, as infec¢des fungicas oculares podem afetar até 2.000.000 de pessoas em
todo mundo, com crescimento significativo nas ultimas déecadas. Estas infec¢bes oculares
sdo normalmente graves e de rapida progressdo. Podem acometer todas as estruturas
do globo ocular, principalmente a cornea (ceratite), mas também pode atingir tecidos
internos e envolver a estrutura ocular como um todo (endoftalmite). Uma vez que o
diagndéstico normalmente é tardio, o desfecho € grave na maioria dos casos, com
cegueira e/ou necessidade de remoc¢édo do globo ocular. A fonte dessas infeccdes pode
ser pela disseminagdo hematogénica, predominantemente leveduras, principalmente do
género Candida. A origem também pode ser externa, traumas e/ou cirurgias, com
predominancia dos fungos filamentosos, como o género Fusarium. Podem ocorrer
como complicacbes infecciosas poés-transplantes de corneas, com origem,
normalmente, proveniente do tecido doador, uma vez que os meios de preservacao de
crneas atuais contém antimicrobianos com espectro apenas antibacteriano. Isto
também reflete como um problema no suprimento de tecido em relacdo a fila de
espera, bem como um impacto financeiro devido ao custo envolvido no processo de
captacdo e armazenamento do tecido. O tratamento dessas infeccdes acaba sendo
definido de maneira empirica, ocorrendo muitas falhas e uma intensa dindmica no
esquema terapéutico e manejos clinicos no decorrer do processo da terapia. Associado
a isto, temos a questdo da escassa disponibilidade de opcgdes terapéuticas e suas
inimeras limitagdes, principalmente relacionadas as caracteristicas da molécula frente
ao tecido afetado. O tratamento atual € baseado, principalmente, no uso de polienos
(natamicina — NAT e anfotericina B - AMB) e azois (como o voriconazol - VRC).
Devido a este limitado arsenal terapéutico disponivel, novos compostos derivados de
8-hidroxiquinolina (clioguinol — CLQ e PH151), uma classe com perfil antifungico
promissor, foram avaliados frente aos patdgenos flngicos mais relevantes em
infeccbes oculares. Os agentes fungicos, novos (CLQ e PH151) e comerciais (VRC,

NAT e AMB), foram testados sozinhos e em diferentes combinacdes duplas, triplas e



quadrupla. O composto PH151 e, principalmente, CLQ apresentaram excelentes perfis
antifangicos, tanto em uso isolado como em algumas das associa¢Ges, com perfil de
atividade comparavel e até mesmo superior aos agentes antifiUngicos comerciais.
Embora efeitos sinérgicos das combinacfes ndo sejam absolutos, ndo apresentam
interacdo antagdnica, permitindo a politerapia ou 0 uso concomitante destes agentes
antifingicos, 0 que € muito comum nas infeccdes oculares. Além disso, o perfil
promissor dos compostos e combinacdes também permite que sejam investigados
como principios ativos em meios de preservacdo de coOrneas, como estratégia
preventiva. Os agentes antifungicos e combinacBes sdo promissores candidatos a
terapia antifingica curativa e preventiva, uma vez que o perfil toxicolégico tdpico
demonstrou baixa toxicidade ocular, em testes in vitro e in silico. Ainda, a combinacgéo
mais promissora (VRC-AMB-CLQ) apresentou alta capacidade de impedir a adesao
fangica ao tecido da cornea, inibir a formacéo de biofilme sobre este tecido e ao longo
de 14 dias foi capaz de reduzir significativamente o indculo fangico presente no meio,
com acdo fangicida. No entanto, em termos de seguranca de uso e avangos para testes
in vivo, maiores esclarecimentos acerca de seu perfil toxicoldgico sobre os tecidos

oculares precisam ser apurados.

Palavras-chave: infeccdo fungica ocular; antifungico; epidemiologia fungica; ceratite;

endoftalmite; cornea; meios de preservacao.



ABSTRACT

PROSPECTION OF ANTIFUNGAL AGENTS TO COMBAT
IMPORTANT FUNGI IN OPHTHALMOLOGICAL MEDICAL CLINICS

Annually, ocular fungal infections can affect up to 2,000,000 people worldwide, with
significant growth in recent decades. These eye infections are usually serious and
rapidly progressing. They can affect all structures of the eyeball, mainly the cornea
(keratitis), but can also affect internal tissues and involve the ocular structure as a
whole (endophthalmitis). Since the diagnosis is usually late, the outcome is serious in
most cases, with blindness and/or the need to remove the eyeball. The source of these
infections may be hematogenous dissemination, predominantly yeasts, mainly of the
Candida genus. The origin can also be external, trauma and/or surgery, with a
predominance of filamentous fungi, such as the genus Fusarium. They can occur as
infectious complications after corneal transplants, normally originating from the donor
tissue, since current corneal preservation methods contain antimicrobials with an
antibacterial spectrum only. This also reflects a problem in tissue supply in relation to
the waiting list, as well as a financial impact due to the cost involved in the tissue
capture and storage process. The treatment of these infections ends up being defined
empirically, with many failures and intense dynamics occurring in the therapeutic
scheme and clinical management throughout the therapy process. Associated with this,
we have the issue of the scarce availability of therapeutic options and their numerous
limitations, mainly related to the characteristics of the molecule in relation to the
affected tissue. Current treatment is mainly based on the use of polyenes (natamycin —
NAT and amphotericin B — AMB) and azoles (such as voriconazole — VRC). Due to
this limited therapeutic arsenal available, new compounds derived from 8-
hydroxyquinoline (clioguinol — CLQ and PH151), a class with a promising antifungal
profile, were evaluated against the most relevant fungal pathogens in ocular infections.
Fungal agents, new (CLQ and PH151) and commercial (VRC, NAT and AMB), were
tested alone and in different double, triple and quadruple combinations. The compound
PH151 and, mainly, CLQ presented excellent antifungal profiles, both in isolation and
in some combinations, with an activity profile comparable to and even superior to

commercial antifungal agents. Although the synergistic effects of the combinations are



not absolute, they do not present antagonistic interactions, allowing polytherapy or the
concomitant use of these antifungal agents, which is very common in ocular infections.
Furthermore, the promising profile of the compounds and combinations also allows
them to be investigated as active ingredients in corneal preservation media, as a
preventive strategy. Antifungal agents and combinations are promising candidates for
curative and preventive antifungal therapy, since the topical toxicological profile
demonstrated low ocular toxicity in vitro and in silico tests. Furthermore, the most
promising combination (VRC-AMB-CLQ) showed a high capacity to prevent fungal
adhesion to the corneal tissue, inhibit the formation of biofilm on this tissue and over
14 days was able to significantly reduce the fungal inoculum present in the cornea
medium, with fungicidal action. However, in terms of safety of use and advances in
vivo testing, further clarification regarding its toxicological profile on ocular tissues

needs to be determined.

Keywords: fungal eye infection; antifungal; fungal epidemiology; Kkeratitis;

endophthalmitis; cornea; means of preservation
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1. INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

As infecgBes fungicas vém aumentando a medida que os fatores de risco
a elas associados também vém crescendo (Pappas et al., 2018; Peng et al., 2018;
Mehrandish e Mirzaeei, 2021; Musuuza et al., 2021; Spallone e Schwartz, 2021).
As infecgdes fungicas oculares representam importante patologia fungica, de
rapida progressdo e comprometimento tecidual, podendo, inclusive, representar
uma porta de entrada para uma infeccdo sistémica (Stowik et al., 2015). Estas
infeccOes podem afetar até dois milhdes de pessoas anualmente em todo mundo e
representam importante causa de morbidade e cegueira (Thomas, 2003a;
Kalkanci e Ozdek, 2010; Mehrandish e Mirzaeei, 2021). O diagndstico
frequentemente € tardio e o desfecho é grave na maioria dos casos, com perda
total da visdo em até 60% dos casos e/ou necessidade de remocdo do globo
ocular conforme a GAFFI. De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), infeccBes da cornea sdo uma das principais causas de perda de visdo,
perdendo apenas para a catarata em importancia geral (Srinivasan, 2004;
Mehrandish e Mirzaeei, 2021). A ceratite fingica € uma doenca devastadora e
representa a segunda causa mais comum de cegueira em paises em

desenvolvimento (Kaur e Kakkar, 2010).

O globo ocular é uma estrutura complexa e as infec¢des fungicas podem
afetar inimeras de suas estruturas (Helene e Helene, 2011). Infecgdes fungicas
oculares podem envolver a cérnea (ceratite), que é a apresentacdo mais frequente,
mas a oOrbita, palpebras, aparelho lacrimal, conjuntiva, esclera e estruturas
intraoculares (interior do olho — endoftalmite) também podem ser atingidos
(Thomas, 2003a; Kaur e Kakkar, 2010; Stowik et al., 2015). A ceratite flngica
representa um desafio para o oftalmologista devido sua tendéncia a mimetizar
outros tipos de inflamacé&o do estroma (Thomas, 2003b). A infeccdo por fungo na
cérnea pode levar a endoftalmite a medida que o fungo cresce e dissemina
através da cornea e no humor aquoso (Durand, 2013). O termo "endoftalmite™
refere-se a infeccdo do vitreo e/ou aquoso por bactérias ou fungos. Dessa forma,
endoftalmite pode ser uma das infeccbes oculares mais devastadoras,
ocasionando danos graves e irreversiveis (Durand, 2017). Em populagdes mais
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vulneraveis, como imunocomprometidos, a endoftalmite pode disseminar
(Debourgogne et al., 2016; Kauffman, 2016; Relhan et al., 2018).

Os fungos sao oportunistas no olho, raramente infectam tecidos oculares
que estejam saudaveis e integros, necessitam de uma lesdo penetrante ou um
defeito epitelial anterior, estabelecendo, assim, uma porta de entrada. No entanto,
apos sua entrada, sdo capazes de se estabelecer e proliferar rapidamente
(Thomas, 2003a; Kaur e Kakkar, 2010). A maioria das infec¢Bes flngicas
oculares envolvem alta morbidade, que esta importantemente associada a fatores,
como o dano fisico ocasionado pela propria presenca do patdgeno fangico, a
resposta gerada pelo hospedeiro e a resposta inflamatéria leucocitica infiltrativa,
substancias fangicas produzidas e o dano secundario de toxinas e enzimas
fangicas (Kaur e Kakkar, 2010). A patogénese das infec¢cdes oculares também ¢

ligada a epidemiologia da doenca (Kalkanci e Ozdek, 2010).

A incidéncia de infecgOes oculares aumentou importantemente no
mundo, principalmente ceratite. Os fungos sdo responsaveis por 1-45% das
ceratites infecciosas, mas variagdes ocorrem de acordo com a localizacao
geogréfica (Mills et al., 2020). A incidéncia/prevaléncia de infec¢Bes flngicas
oculares e o espectro de fungos envolvidos variam amplamente entre diferentes
paises, mesmo nas diferentes regides de um mesmo pais. Essas variacdes
ocorrem devido ao clima, idade, sexo, nivel socioecondmico, circunstancias,
forma de inoculacdo, atividade agricola e extensao da urbanizacdo (Mahmoudi et
al., 2018). Fatores predisponentes sdo necessarios para que se crie uma porta de
entrada e ocorra o estabelecimento da infeccdo (Czakd et al., 2019). O mais
comum € o traumatismo ocular (Czako et al., 2019). Dentre os patdgenos mais
comunstemos leveduras do género Candida e fungos filamentosos tais como
algumas espécies de Fusarium e Aspergillus (Kaur e Kakkar, 2010; Stowik et
al., 2015; Ahmadikia et al., 2021).

Fatores de viruléncia sdo essenciais no estabelecimento da infeccdo,
estdo diretamente associados a transicdo entre comensalismo e oportunismo e a

uma reducdo da suscetibilidade (Cui et al., 2015; Bujdakova, 2016; Silva et al.,
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2017). A capacidade de o microrganismo infectar é mediada pela variabilidade de
adaptacdo e os fatores de viruléncia, como a aderéncia e a formacao de biofilme,
secrecdo de enzimas hidroliticas e as alteracdes morfologicas (Silva et al., 2012;
Cui et al., 2015; Sakita et al., 2017; Silva et al., 2017). A formacéo de biofilme
estd fortemente associada a infecgOes recalcitrantes, uma vez que demonstraram
tolerancia aumentada frente ao sistema imunoldgico do hospedeiro. Além disso,
apresentam uma diminuicdo expressiva da suscetibilidade aos agentes
antifangicos atualmente disponiveis, mesmo altas concentracdes, inclusive
centenas de vezes maiores em relacdo aquelas necessarias para as suas
respectivas células plancténicas (Nett, 2014; De Cremer et al., 2015; Fuentefria
et al., 2017). A terapia antifungica destas infeccGes associadas ao biofilme
apresenta-se, geralmente, ineficaz, uma causa significativa de morbidade e
mortalidade (De Cremer et al., 2015; Fuentefria et al., 2017). Logo, ocorre um
agravamento em relacdo a limitacdo ja existente associada ao arsenal terapéutico

antifingico atualmente disponivel (De Cremer et al., 2015).

Diagnostico e tratamento imediatos sdo essenciais para salvar a visdo do
individuo (Durand, 2017). Até dois tercos dos pacientes podem perder a visao,
portanto, devem ser tratados imediatamente para prevenir tais consequéncias
(Durand, 2013; Mehrandish e Mirzaeei, 2021). O manejo desta condi¢édo
(particularmente se ocorrerem lesdes profundas) é problematico (Thomas e
Kaliamurthy, 2013). A escolha da terapia antifungica para o tratamento destas
infeccbes deve ser racional, baseada na determinacdo do padrdo de
suscetibilidade do fungo isolado (Thomas e Kaliamurthy, 2013). Ainda, na
determinacdo de um regime antifungico apropriado, € essencial avaliar alguns
aspectos do agente antifungico proposto dentro do quadro clinico que ¢é
apresentado: capacidade de penetrar nos tecidos oculares, espectro de atividade e
perfil de toxicidade (Patil e Majumdar, 2017).

A gravidade e a localizacdo das infecgdes fungicas oculares ditam a via
de administracdo do medicamento (Lakhani et al., 2019; Mehrandish e Mirzaeei,
2021). No contexto atual, a terapia convencional para casos de ceratite fungica
ou demais infeccOes da regido anterior da camara, em sua maioria, sao tratadas
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pela administracdo de farmacos por via topica (Mahmoudi et al., 2018; Lakhani
et al., 2019; Sahay et al., 2019). A via topica € a preferida para a administracao
de medicamentos no tratamento destas infec¢Bes oftalmicas considerando seus
beneficios, como alta adesdo do paciente, facilidade de uso, ndo invasividade,
indolor, efeitos colaterais reduzidos e tratamento seletivo da camara anterior
(Lakhani et al., 2019; Mehrandish e Mirzaeei, 2021). Infelizmente, as formas
farmacéuticas topicas enfrentam alguns desafios, como baixa penetracdo do
farmaco, compostos com uma massa molecular > 500 daltons (Da) tém uma
penetracdo muito baixa no epitélio corneano intacto. Além disso, existem outros
desafios importantes associados, como a alta frequéncia de administragéo, baixo
tempo de residéncia e toxicidade causada pelo uso de longo prazo (Kaur e
Kakkar, 2010; Mehrandish e Mirzaeei, 2021). Até o momento, entretanto, ndo
houve nenhum novo sistema de aplicacdo de antifungico ocular tépico disponivel
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) (Mehrandish e Mirzaeei,
2021). Ocasionalmente lentes de contato contendo o ativo, com liberagdo gradual
na superficie ocular, sdo utilizadas no tratamento de ceratite fungica (Sahay et
al., 2019).

Em infeccbes fungicas oculares mais profundas sdo necessarias outras
vias além da tdpica, como as vias parenterais ou intraoculares, intraestromal e
intracameral, utilizadas em casos de ceratite fungica profunda e recalcitrante
(Lakhani et al., 2019; Sahay et al., 2019). Casos com envolvimento escleral ou
limbico, endoftalmite, perfuracdo iminente ou Ulcera de cornea perfurada, casos
pediatricos, casos recalcitrantes e casos de pacientes pds-ceratoplastia € utilizado

0 tratamento sistémico ou oral com antifingicos (Sahay et al., 2019).

A escolha mais adequada para o tratamento de micoses oftdlmicas tem
como objetivo final preservar a visdo, mas isso depende de um diagnostico agil e
a eficiente administracdo da terapia antifingica apropriada (Thomas, 2003a).
Atualmente, a terapia de infecgdes fungicas oculares é insatisfatoria (Srinivasan,
2004). Com excecéo da natamicina suspensdo 5%, antifangicos polienos e azdis,

como anfotericina B, fluconazol, itraconazol, cetoconazol, voriconazol e
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posaconazol sdo rotineiramente usados topicamente off-label no ambiente clinico
(Lakhani et al., 2019; Sahay et al., 2019).

Os antifungicos polienos e azo6is sdo conhecidos por exibir toxicidades
oculares e sistémicas, que se manifestam como um dos principais desafios
associados ao seu uso terapéutico (Lakhani et al., 2019). Essas classes de
antifingicos vém ocupar um nicho importante na terapia antifingica oftalmica
devido ao seu amplo espectro de atividade, frente uma variedade de fungos
filamentosos e leveduriformes (Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019).
Assim, eles tém sido usados como agentes terapéuticos de primeira linha para
tratar infecgBes fangicas oculares, tendo sua aplicagdo tépica como abordagem
primaria (Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019). Ainda que, atualmente,
a suspensdo de natamicina (também conhecido como pimaricina) 5% seja a Unica
formulacdo de uso topico aprovada pelo FDA para o tratamento de infeccdes
fangicas oftalmicas (Kaur e Kakkar, 2010; Czaké et al., 2019; Lakhani et al.,
2019; Sahay et al., 2019). No entanto, o uso da terapia antifungica ocular,
principalmente tépica, tem sido um desafio devido as suas propriedades fisico-
quimicas e a anatomia e fisiologia ocular, uma vez que, em muitos casos, exibem
baixa penetracdo pela cornea, limitando sua utilidade em casos de infec¢des mais
profundas (Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019).

Cerca de um quarto dos pacientes tera falha da terapéutica
farmacoldgica, mesmo naqueles casos em que é fornecido tratamento adequado,
0 que podera ocasionar deficiéncia visual moderada ou grave e/ou ird necessitar
de intervencgdes cirdrgicas, caras e, frequentemente, malsucedidas (Mills et al.,
2020). Embora tenham sido feitos muito avancos em relagéo ao tratamento destas
infeccbes fangicas oculares, 15-27% dos pacientes requer intervencdo cirdrgica
devido ao fracasso da terapia ou devido ao quadro avancado da doencga (Thomas,
2003b). A ceratite micOtica geralmente responde lentamente a terapia
antifangica, ao longo de um periodo de semanas. Sinais clinicos de melhora
devem ser observados com cuidado (Thomas, 2003a; Thomas, 2003b; Thomas e
Kaliamurthy, 2013).
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A utilidade clinica dos agentes antifingicos de uso nas infeccdes
fangicas oftalmicas tem sido desafiada por sua atividade seletiva, toxicidade,
surgimento de resisténcia e resisténcia cruzada, além da deficiéncia de técnicas
que apresentem uma correlacdo robusta in vitro/in vivo (Lakhani et al., 2019).
Esta problematica ocorre, importantemente, associada a liberagdo ndo uniforme
do agente antifungico do fluido lacrimal para os tecidos oculares. Dessa forma,
pode ocorrer uma liberacdo irregular do ativo, podendo atingir niveis
subterapéuticos. Até a proxima aplicacdo, esta concentracdo tecidual
subinibitdria pode se se manter por periodos longos. Dessa forma, o paciente é
exposto ao risco de efeitos tdxicos e/ou de falha terapéutica (Kaur e Kakkar,
2010). Outro fator significativamente associado é o tratamento empirico na
grande maioria dos casos de infeccBes fungicas oculares, baseado apenas nas
caracteristicas clinicas. 1sso também esta contribuindo para o mau prognostico e

resisténcia dos microrganismos (Mills et al., 2020).

Para combater os desafios do futuro surgimento de resisténcia e
resisténcia cruzada e para melhorar os resultados da farmacoterapia, € de suma
importancia o desenvolvimento de antifingicos de nova geracdo e de novas
moléculas/classes, com propriedades fisico-quimicas superiores aqueles
disponiveis e um amplo espectro antifungico e/ou agentes potencializadores.
Outra opcdo sdo as combinacdes, com objetivo de aumentar a atividade contra
cepas resistentes e/ou para reduzir a dose e a toxicidade associada (Lakhani et al.,
2019). Ainda, algumas outras questBes no tratamento das infeccBes flngicas
oftdlmicas também necessitam de solucdo, como o perfil de toxicidade, as vias de
administracdo restritas, o espectro de acdo limitado e baixa biodisponibilidade,
principalmente no local alvo, bem como a extensa formacdo de biofilmes e
emergéncia de novos patogenos (Kathiravan et al., 2012; Ajani et al., 2016;
Gonzalez-Lara et al., 2017). Todas estas questdes tornam a pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes antifngicos necessarios e urgentes. A
identificacdo de compostos com atividade antifingica e frente ao biofilme, que

sejam eficazes, com acdo isolada ou em associacdo aos antiflngicos
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convencionais ou que facilite a acdo do sistema imunoldgico, € muito importante
(Nett, 2014).

Desta maneira, a 8-hidroxiquinolina (8-HQ) e seus derivados significam
alternativas importantes, uma vez que possuem variabilidade ampla de possiveis
modificacdes, em varias posi¢des da molécula de 8-HQ, logo, uma gama de
funcdes biologicas, dentre elas, a atividade antifungica (Prachayasittikul et al.,
2013; Oliveri e Vecchio, 2016). Estas moléculas possuem capacidade de quelar
ions metalicos e, em virtude de que estes apresentam fungdo muito importante
nos processos bioldgicos e que a sua homeostase é necessaria na manutencéo do
equilibrio, a quelacdo, entre vérios fatores, é importante para a atividade

farmacologica (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016).

O derivado de 8-HQ, 8-hidroxiquinolina-5-(N-4-clorofenil)sulfonamida,
denominado como PH151, se encontra no depdsito de patente no no Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI - ndmero do registro:
BR1020170146740) e ja foi parcialmente caracterizado. Joaquim et al. (2019)
demonstraram que este composto possui acdo em fungos leveduriformes do
género Candida e fungos dermatéfitos, com potencial promissor. J& o clioquinol,
um derivado halogenado de 8-HQ, o 5-cloro-7-iodo-quinolin-8-ol, utilizado
anteriormente, entre as décadas de 50 e 70, como agente antiparasitario oral, no
tratamento da amebiase intestinal (Mao e Schimmera, 2008). No entanto, houve
relatos de neurotoxicidade (neuropatia mielo-Optica subaguda - SMON) em
pacientes japoneses, dessa forma, a formulacdo oral foi retirada do mercado.
Contudo, formulagbes topicas ainda estdo disponiveis para o tratamento de
infeccBes fungicas e parasitarias (Mao e Schimmera, 2008; Bareggi e Cornelli,
2010). Ao longo dos ultimos anos, dada a sua eficacia, estudos envolvendo o
clioguinol vém crescendo (Bareggi e Cornelli, 2010). Sua acdo biologica inclui
atividade antifingica, amplamente estudada, com um espectro de acdo amplo,
incluindo especies dos géneros Candida albicans e ndo-albicans (C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata), Microsporum (M. canis e M. gypseum,
hoje renomeado como Nannizzia gypsea) e Trichophyton (T. mentagrophytes e T.
rubrum) (Pippi et al., 2017; da Costa et al., 2020).
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Ainda baseado nas estratégias de combate aos fungos patogénicos, além
das agOes curativas, temos a questdo das acOes preventivas, que também sao
muito importantes, visto a gravidade que estas infeccbes podem apresentar. Os
fungos sdo responsaveis por até 50% dos casos de ceratite ulcerativa, a qual esta
associada a inumeros fatores de risco, dentre os quais, inclui-se cirurgia ocular,
como a ceratoplastia (Stowik et al., 2015). Em numeros, os dados tornam-se
ainda mais significativos, visto que segundo a Associacdo Brasileira de
Transplantes de Orgdos (ABTO), entre janeiro e marco de 2023 foram realizados
3673 transplantes de cdérnea no Brasil e em setembro de 2023 a fila de espera
chega a 22757 pacientes ativos (Registro Brasileiro de Transplantes). Ao longo
da altima década, houve aumento no numero de procedimentos realizados, com
projecdes para aumento futuro. Estima-se o envelhecimento da populagdo e um
resultado direto desse crescimento sera 0 aumento dos procedimentos de
transplante de cornea (Kiatos et al., 2017). Embora o transplante de cornea seja
um procedimento altamente bem sucedido e, ainda que incomum, a ceratite
infecciosa € uma complicacdo muito séria, que pode evoluir, ocasionando o
acometimento de toda estrutura ocular (endoftalmite), comprometendo

seriamente a visdo do paciente (Davila e Mian, 2016).

Os fatores de risco relacionados a complicacdo infecciosa pds-transplante
podem estar associados ao receptor (uso de corticoides, lentes de contato,
outros), a técnica cirargica (ceratoplastia lamelar ou ceratoplastia penetrante
tradicional) ou ao tecido do doador (Davila e Mian, 2016). O fator de risco mais
importante é o tecido doador contaminado, que se encontra associado ao método
de conservacdo do material e o tempo decorrido entre o Obito do doador e a
remocao para condicionamento em meio de preservacdo (Davila e Mian, 2016).
Medidas preventivas, como a vigilancia da aquisicdo, 0 processamento e 0

armazenamento do tecido da cornea sdo vitais (Davila e Mian, 2016).

O armazenamento hipotérmico (2-8 °C) € o método mais amplamente
utilizado mundialmente. O desenvolvimento de solugdes como Optisol-GS
estendeu ainda mais o0s tempos de armazenamento hipotérmicos, sendo
amplamente utilizado em bancos de olhos dos EUA (Armitage, 2011). Destaca-
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se por seu uso generalizado, preservando as cérneas por até 14 dias a 4°C, boa
preservacdo da morfologia celular e manutencéo da espessura original da cornea
(Faria e Sousa e Barretto, 2017). No Brasil, atualmente, sdo utilizados dois meios
de preservacdo hipotérmicos: Optisol-GS® (Bausch+Lomb, Rochester, Nova
lorque, EUA) (contendo gentamicina-estreptomicina) e o Eusol-C®
(AL.CHI.MI.A. Srl, Ponte San Nicolo, Padova, Italia) (contendo gentamicina),
ambos importados. Sdo usados, por até 14 dias, para manter a viabilidade
endotelial da cornea, espessura, transparéncia do enxerto e acuidade visual pds-
transplante. A presenca dos antibacterianos é usada para prevencdo de
complicacdes bacterianas pds-transplante, no entanto, ndo ha adicdo de
antifungicos (Pereira, 2011). Ainda que patdgenos bacterianos sejam associados
a esta fonte de infecgéo, estudos acerca destes meios constatou que a maior parte
da contaminacdo presente é fungica (62%) (Arbelaez et al., 2015; Davila e Mian,
2016). Logo, além da problematica relacionada as infeccBes pos-operatorias,
outro ponto importante a ser considerado sdo as contaminagfes microbiolégicas
que possam levar ao descarte do material, impactando na disponibilidade de
tecido, na fila de espera para trasnplante e custos associados (Krajina et al., 2022;
Pregdo N° 00010/2023). Apenas 0 meio de preservacdo em si ja apresenta um
custo elevado, um frasco de Optisol-GS® é comprado pelos centros de servico de
oftalmologia por um valor de cerca de R$ 1250,00 e 0 meio Eusol-C® por um
valor de cerca de R$ 890,00 (Pregdo N° 00010/2023). Desta forma, ha a
necessidade do desenvolvimento de um meio de preservacdo gque seja atoxico e
ndo irritante para a mucosa ocular, com espectro de acdo antimicrobiano mais
amplo em relacdo aos convencionais (incluindo patdgenos fangicos) a fim de

mitigar estes problemas.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um novo
meio de preservacdo de corneas para transplante, com espectro de atividade mais

amplo em relacdo aos ja existentes, abrangendo a acdo antifungica.
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Determinar o perfil de atividade antifingica de cinco compostos
(trés agentes antifingicos comerciais e dois potenciais agentes antifungicos
derivados de 8-hidroxiquinolina): natamicina, anfotericina B, voriconazol,
cliogquinol e PH151 frente a cepas (algumas de origem de infecgdes oculares) dos
principais géneros fungicos associados as infeccdes oftdlmicas: Fusarium e
Candida;

2.2.2. Avaliar a interacdo entre os cinco compostos em questdo em
diferentes combinacdes duplas, triplas e quadruplas frente a cepas dos principais

géneros fangicos associados as infec¢bes oftalmicas;

2.2.3. Determinar a cinética de morte da melhor combinacdo frente a

duas representativas de cada género;

2.2.4. Determinar o perfil de toxicidade topico dos compostos isolados e
da(s) melhor(es) associagdo(des), com o intuito de verificar, in vitro e in silico,

Sua seguranca,

2.2.5. Determinar a capacidade de formacdo de biofilme das cepas
utilizadas e atividade de inibicdo da formacdo de biofilme sobre tecido corneo-

escleral dos compostos isolados e da(s) melhor(es) associacdo(Ges);

2.2.6. Determinar a eficiéncia de acdo microbiologica da melhor

combinacdo em condicdes de armazenamento do meio de preservacgao;

2.2.7. Avaliar através de Microscopia a adesdo fungica ao tecido da

cérnea e capacidade da melhor combinacdo em inibir este processo.

37






3. MAPA CONCEITUAL

INFECCOESFUNGICAS OCULARES

R il

Mini Review: |

(8. 2 ,'
’\. ‘x"m' .Q,‘\
'ul .

&= " \ Derivados de 8-hidroxiquinolina: CLIOQUINOL e PH151
\lmw] i)
& ~of I InfecgBes fungicas oculares ./ Antifingicos comerciais: NATAMICINA, ANFOTERICINA B e VORICONAZOL

~,  Teste de Suscetibilidade (CLSI):

J - Género Candida (n: 16)

% ) Associagdes Triplas

Cinética de morte

Testes ex vivo:

Halos corneo-esclerais

Tecidos corneanos

\

E | Teste de eficicia

|
i /

\
\,

39






4. REFERENCIAL TEORICO
4.1. INFECCOES FUNGICAS

Embora a grande maioria das infeccbes flngicas sejam sub-
documentadas no mundo, estima-se que acometam cerca de 1 bilhdo de
individuos anualmente e encontram-se associadas a elevadas taxas de morbidade
e mortalidade (Calderone et al., 2014; Fuentefria et al., 2017; Gonzélez-Lara et
al., 2017; Chang et al., 2017). A incidéncia de infeccbes fungicas vem
aumentando & medida que os fatores de risco predisponentes a estas infeccdes
também aumentam. As condi¢bes mais comuns, como situacbes de
imunocomprometimento (quimioterapias, transplante de Orgdos, virus da
imunodeficiéncia humana [do inglés HIV]), avancos com anticorpos
monoclonais, uso de dispositivos médicos, uso amplo de antimicrobianos, terapia
corticosteroide e, atualmente, pacientes internados com Covid-19 (infeccao por
SARS-Cov-2), aumentam o0 numero de pacientes em risco de infeccBes
oportunistas (Pappas et al., 2018; Peng et al., 2018; Mehrandish e Mirzaeei,
2021; Musuuza et al., 2021; Spallone e Schwartz, 2021). O surgimento de novas
infeccbes em humanos, plantas e animais, bem como de doengas infecciosas
resistentes, ¢é amplificado por mudancas de hospedeiros, globalizacéo,
urbanizacdo, comércio, destruicdo de habitats e perda de biodiversidade. Além
disso, 0 uso excessivo de agentes antifingicos na medicina e na agricultura levou
a um surgimento mundial sem precedentes de patdgenos flngicos resistentes a
grande maioria dos agentes antiflngicos. A emergéncia e reemergéncia dos
patdgenos fangicos continuardo a medida que nosso planeta enfrenta as
consequéncias da agdo antropogénica, principalmente ambiental, e das mudancas

climaticas (Spallone e Schwartz, 2021).

Os fungos sdo considerados “um perigo silencioso”, uma vez que a
estimativa anual de mortes pode chegar a mais de dois milhdes de pessoas,
ultrapassando o numero de mortes por malaria ou tuberculose. Contudo, a
maioria nunca é diagnosticada. O diagnostico limitado e a medicéo deficiente da

morbidade da doenca fangica significam que a verdadeira escala do problema é
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desconhecida. Segundo o Global Action Fund for Fungal Infections a estimativa
acerca das infecgbes fungicas graves, em nivel mundial, é de mais de 300
milhdes de casos anualmente, com 25 milhdes de casos onde o paciente corre
alto risco de morrer ou perder a visdo. Conforme a GAFFI, estima-se que com
diagnostico e tratamento mais amplamente disponiveis, 0 nimero de mortes pode
cair para menos de 750.000. Um importante exemplo de infec¢Bes fungicas de
rpida progressdo e comprometimento sdo as oculares, visto que podem
ocasionar perda significativa da visdo ou mesmo servirem de porta de entrada

para uma infeccdo sistémica e fatal (Stowik et al., 2015).
4.1.1. INFECCOES FUNGICAS OCULARES

Anualmente, as infec¢des fungicas oculares afetam mais de um milh&o
de pessoas em todo o mundo, podendo chegar a 2.000.000, e vem apresentando
um aumento significativo nas Gltimas décadas devido ao aumento do namero de
pacientes com imunossupressao adquirida secundaria ao uso prolongado de
agentes imunossupressores, antibioticos de largo espectro de longo prazo, uso de
lentes de contato (Srinivasan, 2004; Kalkanci e Ozdek, 2010; Mehrandish e
Mirzaeei, 2021). InfeccGes fungicas oculares vem sendo cada vez mais
reconhecidas como importante causa de morbidade e cegueira, podendo, em
alguns casos especificos, representar risco de vida (Thomas 2003a). S&0 menos
comuns do que as infecgdes com bactérias ou virus, mas geralmente sdo graves e
podem levar a perda de visdo. O diagndstico normalmente é tardio devido ao
inicio gradual de sintomas e tratamento empirico com antibacterianos (Kaur e
Kakkar, 2010; GAFFI). Logo, o desfecho é grave na maioria dos casos, com
cegueira em até 60% dos casos (> 600.000) e/ou necessidade de remog¢do do
globo ocular (GAFFI). De acordo com a Organizacdo Mundial de Satde (OMS),
infeccbes da cornea sdo uma das principais causas de perda de visdo, perdendo
apenas para a catarata em importancia geral. E uma doenca devastadora,
considerada a segunda causa mais comum de cegueira em paises em
desenvolvimento (Srinivasan, 2004; Kaur e Kakkar, 2010; Mehrandish e

Mirzaeei, 2021). O olho é um drgdo complexo dividido em duas partes: camara
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anterior e posterior, ambas as quais podem ser afetadas por estas infeccdes
(Mehrandish e Mirzaeei, 2021).

41.1.1. ANATOMIA OCULAR

O aparelho visual é composto por um conjunto sensorial (constituido
pelo olho, via dptica e centros visuais) e um conjunto ndo sensorial (constituido
pelos vasos e nervos). A anatomia do globo ocular € complexa, ele encontra-se
na Orbita (cavidade Ossea). A Orbita juntamente com estruturas associadas como
palpebras, supercilios (sobrancelhas), conjuntiva e aparelho lacrimal, sdo
responsaveis pela protecdo do globo ocular, enquanto a mobilidade é assegurada

pelos musculos oculomotores (Helene e Helene, 2011; Maia NCdeF, 2018).

A cOrnea é a parte transparente, frontal, do nosso olho, cuja funcgéo é
refratar e transmitir a luz. Representa uma barreira fisica entre as estruturas
internas do olho e o meio ambiente. A auséncia de queratina no epitélio, de vasos
sanguineos, de vasos linfaticos e de pigmentos, em conjunto com a turgescéncia
tecidual adequada e com organizacédo estruturada de fibras colagenas interagindo
com proteoglicanos, possibilitam a transparéncia do tecido. Apresenta uma
espessura média de 0,520 mm na regido central e de 0,650 mm na regido
periférica (Helene e Helene, 2011). A medida dessa espessura € capaz de avaliar
a integridade estrutural e fisiolégica corneana. Embora seja uma estrutura
avascular, com a nutricdo ocorrendo por difusdo a partir do humor aquoso, possui
filetes nervosos, muito finos e transparentes, que lhe garantem uma enorme
sensibilidade tatil e dolorosa (Bicas, 1997; Maia NCdeF, 2018).

A cdrnea possui seis camadas anatdomicas (Singh et al., 2019). O mais
anterior é o epitélio, constituido por células escamosas, células alares e células
basais. Apresenta alta capacidade de regeneracdo e € recoberta por uma fina
pelicula de lagrima, o que lhe confere protecdo contra o ressecamento. A cornea
funciona como uma espécie de barreira contra a perda de liquidos e
penetragdo de microrganismos, com propriedade de uma membrana
semipermeavel (Bicas, 1997; Singh et al., 2019). A segunda camada é a

membrana de Bowman, formada por fibras de colageno e proteoglicanas
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densamente entrelagadas, muito resistente a traumatismos e invasdes
bacterianas. Esta camada tecidual ndo se regenera, dessa forma, o dano tem
por consequéncia a perda de sua transparéncia e como cicatriz deixa um
processo fibrético opaco, sua funcdo € manter a integridade e a organizacgao
epitelial (Bicas, 1997). Este tecido apresenta fibras nervosas responsaveis pela
inervacdo sensitiva da cérnea. O estroma constitui a maior parte da cornea e
contém ceratdcitos e lamelas de coldgeno que sdo densamente distribuidos no
estroma anterior em comparagdo com o0 posterior. Esta camada tecidual
corresponde a cerca de 90% da espessura total da cérnea, garante elevado
poder refrativo da cérnea. Quando lesado, reorganiza-se de modo irregular,
formando cicatrizacGes esbranquicadas (leucomas). No estroma, estdo presentes
0s ceratdcitos, células inflamatérias e outras células do sistema imune,
principalmente os linfocitos. A camada de Dua tem quase 10-15 um de espessura
e permanece fortemente aderida as fibras estromais sobrejacentes, com
importante papel de resisténcia e impermeabilidade ao ar (Bicas, 1997; Maia
NCdeF, 2018; Singh et al., 2019). A membrana de Descemet fornece uma base
para as células endoteliais que tém um papel fundamental na manutencdo da
transparéncia da cornea e tém demonstrado um espessamento ao longo da
vida, passando de 2-3 um, no nascimento, a cerca de 10-12 um em individuos
adultos. Essa membrana ¢é facilmente regenerada. Ela separa a cornea do humor
aquoso e atua como uma bomba ativa para transporte de ions e &gua para a
camara anterior (Bicas, 1997; Maia NCdeF, 2018; Singh et al., 2019). O
endotélio em contato com o humor aquoso da passagem a nutrientes para as
outras estruturas da cornea, suprimento de glicose e oxigénio. Ele possui
capacidade de regeneracdo, porém a mitose em células endoteliais adultas €
escassa e lenta, entdo, quando h& perda de células endoteliais, as
remanescentes “deslizam” em direcdo a darea lesada para ocupa-la,
aumentando de tamanho e alterando a sua forma. A integridade funcional
do endotélio corneano € essencial para manter a transparéncia e
organizacdo das camadas da coOrnea, evitando o edema corneano (Bicas,
1997) (Conforme apresentado na FIGURA 1).
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Figura 1. Apresenta algumas das estruturas
do globo ocular, com destaque para as
camadas que compbe o tecido corneano
(Adaptado de my.clevelandclinic.org).

4.1.1.2. FORMAS CLINICAS: CARACTERISTICAS

As infeccdes fangicas oculares podem envolver a cornea (ceratite), que é
a apresentacdo mais frequente, mas a Orbita, palpebras, aparelho lacrimal,
conjuntiva, esclera e estruturas intraoculares (interior do olho — endoftalmite -
exogena pela introdugdo do patégeno de uma fonte externa e enddgena inicia por
uma fonte interna) também podem ser atingidos (Thomas, 2003a; Kaur e Kakkar,
2010; Stowik et al., 2015). As principais formas clinicas estdo representadas na
FIGURA 2.

Figura 2. As trés principais formas clinicas de infec¢Ges fangicas oculares:
A) ceratite; B) endoftalmite enddgena; C) endoftalmite exdgena (Adaptada
de: Mitani et al., 2014; Kah et al., 2011; Merchant et al., 2001).
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Os fungos ndo conseguem penetrar o epitélio corneano intacto e nado
alcancam a cornea pelos vasos limbiais episclerais. Eles necessitam de uma lesédo
penetrante ou um defeito epitelial anterior de maneira a estabelecer uma porta de
entrada. No entanto, uma vez dentro da cérnea eles sdo capazes de se estabelecer
e proliferar rapidamente (Kaur e Kakkar, 2010). O estabelecimento da infecgéo
fangica ocular, principalmente a endoftalmite, depende de alguns fatores
relacionados ao hospedeiro, como a resposta imunoldgica (resposta imune
celular), do tamanho do indculo e patogenicidade do fungo (Durand, 2017; Mills
et al., 2020). Dentre as cirurgias de catarata, apenas 1 em 500-1000 resultam em
endoftalmite, provavelmente devido a capacidade do sistema imunoldgico de
eliminar inéculos pequenos e a constante renovacdo do aquoso (a cada 100
minutos). A comunica¢do com 0 Vvitreo, que ndo se regenera, pode aumentar o
risco de endoftalmite pds-operatéria (Durand, 2017). O risco é ainda maior
quando hé& a introducdo de um grande in6culo do patdégeno no olho, pois pode
sobrecarregar o sistema de defesa do hospedeiro (Durand, 2017). A maioria das
infeccOes fangicas oculares resulta em alta morbidade, que esta importantemente
associada a fatores, como o dano fisico ocasionado pela propria presenca do
patdgeno fungico, a resposta gerada pelo hospedeiro e a resposta inflamatoria
leucocitica infiltrativa, substancias fungicas produzidas e o dano secundario de
toxinas e enzimas fungicas (Kaur e Kakkar, 2010). Logo, a patogénese das
infeccBes oculares também é ligada a epidemiologia da doenca (Kalkanci e
Ozdek, 2010).

A ceratite flngica apresenta-se como lesdes supurativas graves,
geralmente ulcerativas e com a presenca de hipdpio, um depdsito de leucdcitos e
células necréticas na camara anterior formando um nivel inferior pela gravidade
(Thomas, 2003b; Srinivasan, 2004; Thomas e Kaliamurthy, 2013; Durand, 2017).
Placa endotelial e hipopio geralmente ndo ocorrem dentro da primeira semana,
contudo, a presenca de hipopio em uma ulcera indolente pode sugerir uma
etiologia fungica (Thomas, 2003a). Infiltrados branco-acinzentados ou branco-
amarelados, com bordas difusas ou com margens irregulares emplumadas séo as

caracteristicas clinicas normalmente observadas. Podem ser observadas linhas
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que se estendem além da borda da Ulcera, a base desta apresenta frequentemente
exsudatos cremosos e bordas elevadas. A infiltracdo celular € minima no estroma
adjacente, irite é leve, mas apresenta textura aspera e seca, area necrotica elevada
e dobras de Descemet (Thomas, 2003 A; Srinivasan, 2004). Lesdes satélite, "anel
imune" e abscesso posterior da cornea sao vistos raramente (Thomas, 2003a;
Srinivasan, 2004). A auséncia de edema na palpebra é uma caracteristica comum
(Srinivasan, 2004). Representa um desafio devido a sua tendéncia em imitar
outros tipos de inflamagéo do estroma (Thomas, 2003b). Em alguns casos, pode-
se observar a presenca de hifas fungicas dentro do estroma corneano (Thomas e
Kaliamurthy, 2013). As infeccdes fungicas da cornea precisam ser prontamente
reconhecidas para favarecer a recuperacdo. Embora os sintomas sejam,
geralmente, inespecificos, sdo habitualmente mais prolongados em relacdo a

infeccdo na cornea por bactérias (Thomas, 2003b).

A infeccdo por fungo na cornea pode levar a endoftalmite a medida que o
fungo cresce e dissemina através da cérnea e no humor aquoso (Durand, 2013).
O termo "endoftalmite” refere-se a infeccdo do vitreo e/ou aquoso por bactérias
ou fungos. Dessa forma, endoftalmite pode ser uma das infeccdes oculares mais
devastadoras e levar a cegueira irreversivel horas ou dias ap6s o inicio dos
sintomas (Durand, 2017). Quando endoftalmite vem de complicagéo da ceratite,
muitas vezes podem ser vistos filamentos que se estendem da parte posterior da
cdrnea para 0 humor aquoso. Em alguns casos pode haver vitrite (Durand, 2013;
Thomas e Kaliamurthy, 2013). O sintoma mais comum de endoftalmite, em
quase todos os pacientes, € o decréscimo da visdo. Embora ndo seja uma
reclamacdo universal, dor ou desconforto ocular e vermelhiddo também séo
sintomas comuns. Sintomas a nivel sistémico, tal como febre, estdo normalmente
ausentes na endoftalmite exogena, porém sdo frequentes na endoftalmite
enddgena (Durand, 2017). Hipopio pode ser observado na maioria dos casos
(Thomas, 2003b; Thomas e Kaliamurthy, 2013; Durand, 2017). A etiologia da
doenca bacteriana ou fungica pode ter, inicialmente, o diagndstico direcionado de
acordo com o ritmo dos sintomas e o tipo de inflamacdo intraocular. A

endoftalmite bacteriana geralmente se manisfesta ap0s dias do evento
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desencadeante, ou seja, se apresenta de forma aguda. Ja a endoftalmite fungica
geralmente tem uma piora dos sintomas ao longo de dias a semanas, uma
apresentacdo subaguda, e a inflamagéo intraocular tende a ocorrer em "grumos"
dentro do aquoso e/ou vitreo (Durand, 2013; Durand, 2017). Em populacdes mais
vulneraveis, como imunocomprometidos, a endoftalmite pode disseminar
(Debourgogne et al., 2016; Kauffman, 2016; Relhan et al., 2018).

A incidéncia de infeccbes oculares no mundo, principalmente ceratite,
aumentou importantemente, levando os especialistas em cornea a recomendar o
status de ‘Doencga Tropical Negligenciada’ (Mills et al., 2020). Esta infeccéo ja
foi considerada mais comum na populagdo mais velha, dos 51 aos 60 anos.
Contudo, relatorios de subpopulacdes indianas indicam subgrupos mais jovens,
de 31 a 40 anos, seguido por 21 a 30 anos, como 0s mais afetados. Considerando
que esta faixa etaria concentra a maioria da populacdo economicamente ativa, ha
um forte impacto econdémico oriundo da morbidade associada a esta infeccao,
como a perda total da visdo (Srinivasan, 2004; Kaur e Kakkar, 2010). Com uma
frequéncia crescente, os fungos sdo responsaveis por 1-45% das ceratites
infecciosas, com variagdes de acordo com a distribuicdo geografica (Mills et al.,
2020). Enquanto a incidéncia de ceratite fingica na zona temperada varia de 6 a
20%, em regides de clima tropical pode chegar a 50% (Czakd et al., 2019). Além
da incidéncia e da prevaléncia de infec¢bes fungicas oculares e o espectro de
fungos envolvidos variarem amplamente de pais para pais, esta variacdo também
ocorre entre diferentes regides dentro de um mesmo pais, devido ao clima, idade,
sexo, nivel socioeconémico, atividade agricola e extensdo da urbanizacdo, forma

de inoculagdo (Mahmoudi et al., 2018).

4.1.1.3. TIPOS DE INFECCOES: PORTAS DE ENTRADA E
AGENTES ETIOLOGICOS

Os fungos sdo oportunistas no olho, pois raramente infectam tecidos
oculares que estejam saudaveis e intactos (Thomas, 2003a). Uma vez que 0s
microrganismos ndo atravessam 0 epitélio corneano intacto, fatores

predisponentes Sdo necessarios para que se crie uma porta de entrada e ocorra o
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estabelecimento da infeccdo (Czakd et al., 2019). O mais comum é o
traumatismo ocular, principalmente de origem vegetal ou corpo estranho
contaminado com o solo (Czaké et al., 2019). Outros fatores de risco incluem o
uso de lentes de contato, seja pela lesdo epitelial da cornea e/ou pelo contato com
solucdo contaminada, cirurgia oftdlmica, doenca da superficie ocular e
corticoterapia, tanto sistémica como topica, e doencas imunossupressoras (Kaur e
Kakkar, 2010; Czako et al., 2019).

Na ceratite fangica, h4 uma especial ocorréncia de casos em
trabalhadores rurais ou outro trabalho ao ar livre, principalmente jovens
saudaveis, em consequéncia da inoculacdo traumatica de material contaminado
por fungos (40-60% dos pacientes) (Thomas e Kaliamurthy, 2013; Mills et al.,
2020). Varios agentes traumatizantes ou abrasivos do epitélio foram relatados,
incluindo matéria vegetal, lama ou particulas de poeira, grdos de arroz, galhos de
arvores e corpos estranhos metalicos. Houve relatos de ceratite fungica por
Curvularia sp. e F. oxysporum associada ao uso de cortadores de grama de linha
de nailon (Thomas, 2003a; Thomas e Kaliamurthy, 2013). Assim, espécies
filamentosas e saprofiticas constituem o grupo dominante de patdgenos nestes
casos (Klotz et al. 2000; Kalkanci e Ozdek, 2010). Desde a década de 1980, o
uso de lentes de contato tem sido implicado como um fator de risco para ceratite
(Kalkanci e Ozdek, 2010). Atualmente, vem sendo reconhecido entre 0s

principais fatores de risco (Mahmoudi et al., 2018).

A endoftalmite exdgena ocorre pela inoculacdo do patégeno da
superficie ocular ou advindo de outras fontes externas e representa a maioria dos
casos de endoftalmites (Durand, 2017; Relhan et al., 2018; Lupia et al., 2020).
Geralmente ocorre apés cirurgias oculares e procedimentos clinicos invasivos, de
forma pos-traumatica, bem como pode ocorrer como complicacdo de ceratite
(Durand, 2017; Lupia et al., 2020). De acordo com os fatores de risco associados,
a endoftalmite exdgena ¢ dividida em varias categorias, dentre elas: superficie
ocular (endoftalmite pds-operatoria, pos-injecdo, relacionada a ceratite, a bolha
ou relacionada a um dispositivo) ou de ambiente (endoftalmite pds-traumatica).
A categoria relacionada influencia na apresentacdo caracteristica, microbiologia
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associada e desfecho da visdo, bem como a taxa de incidéncia (Durand, 2017).
Casos de endoftalmite exdgena pos-operatorio (principalmente pds-catarata)
representam de 40 a 80% dos casos. Ja casos pods-traumaticos compreendem 2 a
15%, no entanto, se consideradas as diferencas regionais dentro de um territorio,
podem ser responsaveis por até 40 a 60% dos casos. Com a aprovacédo pelo FDA
de tratamentos de patologias oculares com administracbes de injecGes
intravitreas, a endoftalmite pds-injecdo passou a ser mais comum do que

endoftalmite pds-operatéria (Durand, 2017; Lupia et al., 2020).

A endoftalmite enddgena inicia, geralmente, através da disseminacdo
hematogénica, a fonte de infeccdo pode ser um foco transitorio (cateter venoso
central permanente) ou em curso (abcesso hepatico) (Klotz et al., 2000; Durand,
2017). A epidemiologia da endoftalmite fungica enddgena encontra-se
intrinsecamente relacionada a capacidade de determinadas espécies fungicas de
disseminar-se pela via hematoldgica a partir de um foco infeccioso (Chakrabarti
et al., 2008; Durand, 2013). Ha um risco superior de desenvolvimento deste tipo
de infeccdo ocular por fungos patogénicos em pacientes imunossuprimidos,
devido a sua incapacidade de elaborar uma resposta imune adequada frente ao
agente agressor (Klotz et al., 2000; Durand, 2013; Durand, 2017). Ocorrem
especialmente em pacientes HIV positivo, pos-transplante, em uso de
imunossupressores, com infeccdo generalizada, neutropénicos, usuarios de
drogas injetaveis, diabéticos e/ou que necessitam de acesso venoso central
permanente, nutricdo parenteral, antibiéticos de amplo espectro, glicocorticoides
(Klotz et al., 2000; Chakrabarti et al., 2008; Durand, 2013; Durand, 2017).

A patogénese das infeccdes oculares é ligada a epidemiologia da doenca,
além disso, deve-se levar em consideracdo a viruléncia intrinseca dos fungos
(Kalkanci e Ozdek, 2010; Kaur e Kakkar, 2010). Esta, por sua vez, depende das
substancias fungicas produzidas (toxinas, enzimas) e a resposta do hospedeiro
gerada (resposta inflamatdria), ainda tém o proprio dano fisico local (Kaur e
Kakkar, 2010). O patégeno mais comum que invade um defeito pre-existente no
tecido ocular é a Candida spp., ja os fungos filamentosos sdo a principal causa de
infeccdo pos-traumatica (Kaur e Kakkar, 2010). Fungos filamentosos,
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principalmente Fusarium spp. e Aspergillus spp., e leveduras, como espécies de
Candida, sdo as causas predominantes de infecgdes fungicas oculares na maior
parte do mundo (Kaur e Kakkar, 2010; Stowik et al., 2015; Ahmadikia et al.,
2021). As infeccbes fangicas oculares tém alta prevaléncia, especialmente em
paises em desenvolvimento com clima quente e imido (Mehrandish e Mirzaeei,
2021). Nas regiGes tropicais e subtropicais, os fungos filamentosos sdo
predominantes, embora se acredite que em climas temperados as leveduras sejam

mais frequentes (Thomas e Kaliamurthy, 2013; Mahmoudi et al., 2018).
41.13.1. CERATITE

As ceratites fungicas sdo ocasionadas tanto por patdgenos flngicos
filamentosos (especialmente espécies de Fusarium e de Aspergillus) como
patdgenos leveduriformes (particularmente espécies de Candida) (Thomas,
2003b; Mahmoudi et al., 2018; Mills et al., 2020). S&o infec¢des que apresentam
distribuicdo global. A incidéncia e prevaléncia e o espectro de fungos envolvidos
na infeccdo estdo relacionados, além da forma de inoculacdo do agente, aos
fatores de risco do paciente, condi¢Bes geogréaficas, nivel socioecondmico e
condic@es climéticas da regido (Klotz et al., 2000; Mahmoudi et al., 2018). Dessa
forma, variam amplamente entre paises, mesmo em diferentes regides de um
mesmo pais, de acordo com as caracteristicas da regido, como clima (chuvas
anuais e variacdo de temperatura), idade populacional, sexo, nivel
socioecondmico, atividade agricola e extensdo da urbanizacdo (Thomas e
Kaliamurthy, 2013; Mahmoudi et al., 2018). Estas infec¢des respondem por
quase 50% das ceratites microbianas encontradas em paises de renda média baixa
e afetam, predominantemente, trabalhadores do setor  primario,
predominantemente agricultores (Liu et al., 2019; Mills et al., 2020). As ceratites
fangicas sdo relativamente raras em regides de clima temperado e em paises
desenvolvidos (menos de 10%), como Gré-Bretanha e norte dos Estados Unidos.
Contuto, sdo responsaveis por quase metade das ceratites infecciosas em paises
tropicais e subtropicais, bem como em muitos paises em desenvolvimento,
podendo atingir niveis proximos a 50% dos casos (Kalkanci e Ozdek, 2010;
Thomas e Kaliamurthy, 2013; Mahmoudi et al., 2018; Sahay et al., 2019). Estas
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infeccdes estdo entre as principais patologias oculares que ocasionam cegueira no
territorio da Asia (Kalkanci e Ozdek, 2010; Mahmoudi et al., 2018). No sul da
india, onde 44% de todas as Ulceras de cornea sdo causadas por fungos e na
China, detectou-se um aumento da incidéncia de ceratite fungica a partir da
década de 90 (Srinivasan, 2004). As maiores incidéncias de ceratite microbiana
foram encontradas no sul da india e no Nepal, com incidéncia anual de 113 e 799
por 100.000 individuos, respectivamente. J& em paises como Estados Unidos,
Reino Unido e Dinamarca, as incidéncias anuais encontradas foram de 11 por
100.000 individuos, 0,3 e 0,6 por milhdo de pessoas, respectivamente
(Mahmoudi et al., 2018). Ainda, um estudo demonstrou uma correlagédo inversa
estatisticamente significativa entre a renda nacional bruta e o porcentual de

isolados fungicos (Thomas e Kaliamurthy, 2013).

Em paises industrializados, um importante fator de risco para ceratite
fangica é o uso de lentes de contato, associado a até 29% dos casos. Espécies de
Candida encontram-se entre as principais causas da ceratite fungica associada a
lentes de contato terapéuticas, enquanto os fungos filamentosos séo associados ao
uso de lentes de contato corretivas (Kaur e Kakkar, 2010). Importantemente,
tem-se a questdo climatica influenciando na prevaléncia fungica nos casos de
ceratite fingica. Regibes de clima caracteristicamente quente e iUmido, como as
regides tropicais, favorecem o desenvolvimento de fungos filamentosos, além da
base econdmica dos paises, como 0s asiaticos, que é pautada na agricultura.
Contrariamente, em areas urbanas, com clima frio, como regides de clima
temperado, ha uma maior prevaléncia de agentes leveduriformes (Liu et al.,
2019; Sahay et al., 2019). Além disso, hd uma aparente relacéo entre a frequéncia
de isolamento de determinadas espécies fungicas e as variacbes sazonais de
temperatura, umidade e vento das respectivas regides (Thomas e Kaliamurthy,
2013). No golfo do Meéxico, o fungo anemdfilo Curvularia spp. é mais
frequentemente isolado nos meses de verdo, com dias quentes e umidos, quando
ocorre 0 aumento da propagacdo dos seus esporos pelo ar (Thomas e
Kaliamurthy, 2013). Um estudo no Brasil apresentou a associacdo significativa

entre umidade relativa reduzida e vendas de antifungicos para infecgdes oculares,
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0 que foi interpretado como uma distribuicdo sazonal de ceratite fungica. Maior
incidéncia foi observada durante o periodo onde o clima € mais seco e a atividade
na agricultura é mais intensa (Thomas e Kaliamurthy, 2013). Os fungos de maior
frequéncia presentes no ambiente também séo frequentemente encontrados como
comensais transitérios no saco conjuntival, em percentual variavel de olhos
saudaveis. Esses fungos podem tornar-se virulentos para a cOrnea em
determinadas situagdes, como em traumas ou com 0 uso de corticosteroides
(Thomas, 2003a).

Mais de 100 espécies de fungos foram documentadas como patdgenos
responsaveis por causar ceratite (Mahmoudi et al., 2018). Sabe-se que Fusarium
spp., Aspergillus spp. e Curvularia spp. sdo os principais agentes etilogicos em
regides de clima tropical, principalmente associados a trauma ocular (matéria
vegetal) (Thomas e Kaliamurthy, 2013; Mahmoudi et al., 2018; Mills et al.,
2020). Assim como outras espécies filamentosas, como Scedosporium
apiospermum, Paecilomyces spp., Acremonium spp., Penicillium spp.,
Microsporum spp. Epidermophyton floccosum, Scytalidium dimidiatum,
Exophiala jeanselmei, Pseudallescheria boydii, Helminthosporium spp., espécies
de Phialophora e Bipolaris spp., embora estas de menor prevaléncia (Thomas,
2003a; Kalkanci e Ozdek, 2010; Thomas e Kaliamurthy, 2013). Em
contrapartida, estruturas leveduriformes, especialmente Candida spp., tendem a
manifestarem-se em zonas temperadas do globo (Ong et al., 2016; Mahmoudi et
al., 2018). Candida spp. tende a ser predominante em paises temperados e em
pacientes com algum tipo de modificacdo da superficie ocular que predispbe a
ceratite (Mahmoudi et al., 2018). A infeccdo pode ter origem em alteracOes
oculares (como a secrecdo lacrimal insuficiente) ou pode sobrevir de um defeito
epitelial pre-existente devido a ceratite por herpes ou devido a escoriacOes
causadas por lentes de contato (Thomas, 2003a; Thomas e Kaliamurthy, 2013).
Normalmente, pacientes nessas regides com ceratite por Candida albicans
apresentam previamente algum comprometimento da estrutura ocular, incluindo

condicdes sisttmicas como diabetes e imunossupressao (Thomas, 2003a; Thomas
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e Kaliamurthy, 2013). Sporothrix schenckii, um fungo dimérfico, também ja foi

associado a casos de ceratite fungica (Kalkanci e Ozdek, 2010).
4.1.1.3.2. ENDOFTALMITE EXOGENA

Nos casos de endoftalmite exdgena 0s microrganismos fungicos
responsaveis pela infeccdo apresentam uma variacdo significativa da sua
frequéncia a depender dos diversos fatores de risco, das condi¢cdes climaticas e
geogréficas da regido, da forma de inoculacdo e da imunocompeténcia dos
sistemas de defesa do individuo (Buchta et al., 2014). H& uma grande
participacdo de espécies oportunistas (Silva et al., 2015). O escopo de agentes
fangicos documentados por desencadear a doencga invasiva € vasto, com
evidéncias de niveis variaveis de viruléncia (Gupta et al., 2006). Em regides de
clima tropical, os fungos dos géneros Aspergillus e Fusarium apresentam-se de
forma relevante como agentes fangicos mais frequentes no desenvolvimento
dessa infeccdo (Wykoff et al., 2008; Durand, 2013; Buchta et al., 2014; Liu et
al., 2019), uma vez que sdo microrganismos ubiquos comumente encontrados no
solo e no ar (Buchta et al., 2014; Lupia et al., 2020). Contudo, outros fungos,
como espécies de Curvularia, Acremonium, Paecilomyces, Scedosporium,
Colletotrichum, Pseudallescheria, Trichosporon, Cryptococcus, Fonsecaea,
Candida, Penicillium, Alternaria, Phialophora, Rhinocladiella, Exophiala e
Sporothrix também sdo descritos como patdgenos responsaveis por estas
infeccdes (Chakrabarti et al., 2008; Kalkanci e Ozdek, 2010; Wykoff et al., 2018;
Liu et al., 2019). Apesar de manifestarem-se com menor frequéncia, podem
igualmente desencadear processos infeciosos significativos (Buchta et al., 2014).
Por serem, em maioria, fungos ubiquos e/ou saprofiticos, a origem da
contaminagdo pode muitas vezes estar na solucdo de irrigacdo intraocular e nos
instrumentos utilizados durante a performance cirdrgica, nas proteses de lentes
intraoculares e nos sistemas de ventilagdo hospitalar (Chakrabarti et al., 2008).
No caso de infeccGes por leveduras do género Candida, embora C. albicans seja
normalmente mais prevalente, Candida parapsilosis € a espécie mais comum em
surtos pds-cirdrgicos, pois parece sobreviver bem em fluidos de irrigacdo e em
materiais protéticos (Durand, 2013). As causas da endoftalmite exdgena,
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especialmente em grupos pdés-cirurgico, sdo principalmente espécies de Candida,
enguanto as espécies de Fusarium sdo relacionadas, principalmente, em pacientes
poOs-traumaticos e pos-ceratite (Kalkanci e Ozdek, 2010). Os patdgenos fungicos
na endoftalmite pds-traumatica sdo semelhantes aqueles relacionados a ceratite
fangica, uma vez que a endoftalmite exdgena pode ser resultado da complicacédo
de uma ceratite (Kalkanci e Ozdek, 2010). Como ocorreu entre 2004 e 2006,
quando houve um surto internacional de ceratite por Fusarium sp., onde cerca de
6% dos casos evoluiram para endoftalmite. Este surto foi associado a uma marca

de solucéo de limpeza de lentes de contato (Durand, 2013).
4.1.1.3.3. ENDOFTALMITE ENDOGENA

A endoftalmite enddgena geralmente se desenvolve em pacientes
imunocomprometidos, com doenga sistémica cronica subjacente, uma septicemia
associada a terapia antibacteriana de amplo espectro, hiperalimentacdo
intravenosa com cateteres internos croénicos ou um transplante de 6rgao que
requer imunossupressdo (Kalkanci e Ozdek, 2010). Os fungos mais
frequentemente identificados séo as espécies do género Candida, principalmente
C. albicans em pacientes hospitalizados (Klotz et al., 2000; Kalkanci e Ozdek,
2010; Durand, 2013). A endoftalmite pode ocorrer como uma complicacdo da
candidemia pela disseminacdo hematogénica, portanto, C. glabrata, C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, também podem ser agentes de endoftalmites, e
normalmente sucede-se em pacientes hospitalizados, com consequéncias
potencialmente devastadoras (Lashof et al., 2011). A incidéncia de espécies
fangicas filamentosas, oportunistas ou patogénicas, capazes de cruzar a barreira
hemato-ocular, aumentou nos ultimos 20 anos. Grande parte desse crescimento
estd relacionado ao envelhecimento da populacdo e ao desenvolvimento de
terapias invasivas e agressivas, além da elevacdo do numero de pacientes
imunossuprimidos. Assim, abre-se margem para que patdgenos oportunistas,
como Aspergillus spp., Fusarium spp. e C. neoformans, adentrem o sistema
hematogénico por rompimento das barreiras de defesa natural e/ou
enfraguecimento da resposta imune, chegando ao globo ocular (Vilela et al.,
2013). Espécies dos géneros Aspergillus e Fusarium podem se tornar agentes
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etiolégicos comuns, uma vez que pacientes hospitalizados com fungemia
possuem quadros graves e disseminados (Durand, 2013). Ja foram identificados
casos de endoftalmite enddgena por espécies de Aspergillus (Aspergillus flavus,
A. fumigatus, A. niger, A. terreus, A. glaucus e A. nidulans), Fusarium sp.,
Penicillium sp., Pseudallescheria sp., espécies de Cryptococcus, fungos
dimorficos Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides
immitis, Coccidioides posadasii, Paracoccidioides brasiliensis e Sporothrix
schenckii, mesmo em individuos aparentemente saudaveis (Kalkanci e Ozdek,
2010; Vilela et al., 2013).

Foram relatados ao menos 166 géneros flangicos relacionados as
infeccbes oftdlmicas, com cerca de 144 espécies de fungos associadas a infecgdes
em seres humanos, incluindo mais de 100 géneros de fungos filamentosos, 18
géneros de leveduras e 6 géneros de fungos dimorficos (Mills et al., 2020). A
origem destes fungos pode ser do ambiente ou, potencialmente, vir do
microbioma ocular (Chakrabarti et al., 2008; Mills et al., 2020). Sequenciamento
de proxima geracdo (NGS) esta comecando a permitir novos insights sobre o
microbioma ocular fungico tanto em condicGes saudaveis como em casos onde
h& uma infeccdo estabelecida. Em condigdes de saude, até 94 géneros fungicos
foram identificados na superficie ocular (Mills et al., 2020). Um extenso nimero
de espécies fungicas foi relatado como agentes etioldgicos de infecgdes oculares.
Entre estas espécies, temos um raro patégeno humano, o Sporothrix pallida,
membro do complexo Sporothrix schenckii, agentes causais de infeccGes
subcutaneas. Logo, uma vez que espécies antes raras e descritas como agentes de
infeccbes dermatoldgicas foram identificados como agentes oculares, a
identificacdo precisa de agentes fungicos em nivel de espécie € uma questdo de
grande importéncia do ponto de vista clinico e epidemiolégico (Mahmoudi et al.,
2018).

4.1.1.3.4. AGENTES ETIOLOGICOS: PRINCIPAIS
CARACTERISTICAS

4.1.1.3.4.1. GENERO Fusarium
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As espécies de Fusarium sdo fungos saproéfitas, amplamente difundidos,
responsaveis por importantes doencas, tanto em plantas como em seres humanos
e animais. Em humanos causam graves doencas principalmente em individuos
imunocomprometidos (Thomas, 2003a; Muhammed et al., 2013; van
Diepeningen et al., 2015). Em individuos imunocompetentes podem causar
sinusites, onicomicoses e ceratites, contudo, em imunocomprometidos, podem
causar infeccdes mais graves, incluindo fusariose invasiva e disseminada (Dabas
et al., 2015; Batista et al., 2020). Mais de 70 espécies foram isoladas de
infeccbes humanas (Lockhart e Guarner, 2019). Embora existam inUmeras
espécies causadoras de infecgbes em seres humanos, Fusarium solani é a mais
frequente, seguida por F. oxysporum (Dabas et al., 2015; Lockhart e Guarner,

2019). A FIGURA 3 apresenta uma infecc¢do ocular por F.solani.

Figura 3. Infeccdo ocular por Fusarium
solani:  A) Apresentacdo clinica de
endoftalmite; B) Macromorfologia da
colbnia; C) Micromorfologia: hifas e conidios
(Adaptado de: Andrés et al, 2018;
Rajabzadeh et al., 2020).

Sua importéncia como patdgenos de infec¢fes oculares é de longa data,
particularmente em ceratites (Thomas, 2003a). O primeiro caso de doenca
humana relatado na literatura por espécies de Fusarium foi um caso de ceratite
(Lockhart e Guarner, 2019). Sdo capazes, especialmente F. solani, de destruir
completamente um olho em algumas semanas. Esta infeccdo é geralmente grave

e podem ocorrer perfuracio, extensdo profunda e glaucoma maligno. Na india,
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um estudo detectou casos de ceratite severa em 53% dos casos de ceratite por
especies de Fusarium (Thomas, 2003a; Thomas, 2003b). Ceratites ocasionadas
por fungos do género Fusarium encontram inimeros impasses, que residem no
diagnostico tardio, tratamento especifico atrasado, progressdo fulminante e
penetracdo da membrana de Descemet, disponibilidade restrita de terapias,
penetracdo baixa dos agentes antifungicos e resisténcia a terapia (Czako et al.,
2019). Fusarium sp. pode ser altamente resistente a antifungicos e o padrdo de
resisténcia varia de espécie para espécie, mesmo dentro de um complexo de
especies (Lockhart e Guarner, 2019). Em casos resistentes a terapia, a
ceratoplastia penetrante precoce de grande didametro deve ser realizada, exigindo
a remocao completa da area acometida pelo fungo (Czaké et al., 2019). Embora
causem uma forma severa e rapidamente progressiva de ceratite, pouco suscetivel
a terapia, alguns estudos revelaram que 23-32% das Ulceras da cdrnea devido a

espécies de Fusarium levam a ceratoplastia (Thomas, 2003b).
4.1.1.3.4.2. GENERO Aspergillus

Aspergillus spp. sé@o encontrados de forma vasta no meio ambiente, com
distribuicdo mundial, presente em inimeros substratos, como o solo, agua e
vegetacdo em decomposicdo. Sao importantemente contaminantes comuns em
hospitais, presentes, principalmente, no ar (Thomas, 2003a; Weber et al., 2009;
Jenks e Hoenigl, 2018). S&o responsaveis por uma gama de infeccdes em
humanos, principalmente em individuos com algum comprometimento do
sistema imunoldgico. Das espécies conhecidas por causar infeccBes em seres
humanos, Aspergillus fumigatus ¢ a mais comum (Weber et al., 2009; Jenks e

Hoenigl, 2018). A FIGURA 4 apresenta uma infeccdo ocular por Aspergillus spp.

Figura 4. Infeccdo ocular por Aspergillus spp.: A) Apresentacédo
clinica de endoftalmite exdgena; B) Macromorfologia da
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coldnia; C) Micromorfologia: conidioforos e conidios (Adaptado
de: Gruener et al., 2016; Acufia et al., 2015).

Em um relato de surto de endoftalmite ocorrida apos cirurgia de catarata,
este género foi implicado e o rastreio levou para uma construgdo do hospital em
andamento (Thomas, 2003a). Contudo, ndo estdo restritos apenas a casos de
endoftalmite, sdo implicados em outros tipos de infec¢es oftalmicas (Thomas,
2003a). Infecgdes invasivas por espécies de Aspergillus tém uma predilecdo
marcada pela oOrbita e tecidos adjacentes, incluindo o0s seios paranasais.
Apresentam diferentes apresentacbes de infeccbes oculares no mesmo
hospedeiro, ainda que o individuo seja saudavel, porém, sdo mais invasivos no
hospedeiro imunocomprometido (Kalkanci e Ozdek, 2010). Acredita-se que as
espécies de Aspergillus causem uma forma menos severa e ndo tdo rapidamente
progressiva de ceratite, na maioria dos casos suscetivel a terapia. No entanto,
alguns estudos revelaram que 42-60% das infeccBes da cornea por espécies de

Aspergillus levam a ceratoplastia (Thomas, 2003b).
4.1.1.3.4.3. GENERO Candida

Espécies do género fungico Candida fazem parte da microbiota do corpo
humano, estdo presentes na pele, membranas mucosas da boca, garganta, trato
respiratério superior e gastrointestinal (Bujdakova, 2016). Contudo, podem
tornar-se patogénicas e causar infecgdes oportunistas (Bujdakova, 2016; Silva et
al., 2017). Um grande numero de casos de infec¢Oes oculares é devido a espécies
de Candida. A ceratite causada por C. albicans e fungos relacionados assemelha-
se a ceratite bacteriana, com um defeito epitelial sobrejacente, infiltrado discreto
e progressdo lenta (Thomas, 2003a; Thomas, 2003b). Infec¢bGes oculares por
estas leveduras ocorrem, geralmente, na presenca de doenga sistémica, ocular ou
pacientes em terapia prolongada com corticosterdides (Thomas, 2003a). Candida
albicans é a causa mais comum de candidiase ocular, podendo ser responsavel
por até 92% dos casos, conforme a regido geografica avaliada, seguido pela
Candida tropicalis, a segunda causa mais comum. S30 mais comuns em
endoftalmites endogenas, ja casos exdgenos por espécies de Candida sdo menos

comuns e a maioria ocorre apés cirurgia. Nestes casos, Candida parapsilosis é a
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espécie mais comum, o motivo mais provavel relaciona-se ao fato desta espécie
sobreviver bem em fluidos de irrigacdo e em materiais protéticos (Durand, 2013).
Nas infeccGes oftdlmicas por espécies de Candida, significativo nimero de
pacientes responde a terapia antifungica sisttmica (Durand, 2013). A FIGURA 5

apresenta uma infeccéo ocular por C. albicans.

Figura 5. Infeccdo ocular por Candida
albicans: A) Ceratite; B)
Macromorfologia da coloénia em
CHROMagar Candida, apresentando
colénias em um tom esverdeado; C)
Micromorfologia:  clamidosporos e
bastoconidios (Adaptado de: Kitzmann
et al., 2009; Eraso et al., 2006;
Boscariol et al., 2012).

4.1.1.3.4.4. FUNGOS DEMACEOS

Os fungos demaceos representam um grupo grande e de alta diversidade
de fungos filamentosos, que possuem como caracteristica comum a presenca, na
sua parede celular, de melanina e/ou pigmentos semelhantes a ela, responsaveis
pela pigmentacdo marrom de hifas e conidios (Brandt e Warnock, 2003; Wong e
Revankar, 2016). S&o microrganismos saprofiticos e fitopatogénicos,
amplamente distribuidos no meio ambiente, sendo encontrados no solo, madeira
e restos de plantas em decomposicdo (Brandt e Warnock, 2003). No entanto, vém
sendo reconhecidos como importantes causas de infeccdes em seres humanos.
S&o capazes de acometer tanto individuos imunocomprometidos como aqueles

imunocompetentes. Podem provocar diversos tipos de infeccdes, as feo-

60



hifomicoses, que variam de doencas cutneas ou subcutaneas localizadas a
doengas invasivas disseminadas, incluindo, casos de ceratite e endoftalmite.
Ainda, dentro deste grupo encontram-se 0s agentes flngicos responsaveis pela
cromoblastomicose (Brandt e Warnock, 2003; Wong e Revankar, 2016). A

FIGURA 6 apresenta uma infeccdo ocular por Cuvularia spp.

Figura 6. Infeccdo ocular por Curvularia
spp.: A) Apresentacdo clinica da ceratite; B)
Macromorfologia; C)  Micromorfologia:
conidios (Adaptado de: Jaramillo et al.,
2013).

Fungos deméceos (Curvularia spp., Bipolaris spp. ou Exserohilum spp.)
foram relatados como a terceira causa mais frequente de ceratite flngica e
também podem causar infecgbes da orbita ou infeccBes intraoculares (Thomas,
2003a). Cerca de 20 espécies e 11 géneros diferentes de fungos demaceos foram
implicados como agentes de ceratite (Thomas, 2003a). Ceratites ocasionadas por
estes fungos sdo caracterizadas por pigmentacdo marrom ou preta na superficie
da ulcera, com aspecto seco, aspero e coridceo, o que pode tornar dificil a
obtencdo de materal de raspagem para cultura (Thomas, 2003a; Srinivasan,
2004). Quando ndo é realizada terapia adequada ou se houver o uso de
corticosteroides, mesmo que topico, pode ocorrer o agravamento da infecgéo,
com envolvimento de camadas mais profundas da cdrnea, com extensao
intraocular (Thomas, 2003a). Na ceratite por espécies de Curvularia infiltracdes

superficiais na forma de “penas” podem ser observadas, com progressao lenta e
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supuracdo focal. Aplicacdo topica de natamicina, na maioria dos casos, leva a
resolucdo clinica (Thomas, 2003b). A cirurgia pode ser necessaria quando héa
complicagdes no quadro, em casos onde hé negligéncia da infec¢do ou quando ha
0 uso de terapia com esteroides (Thomas, 2003b). Lasiodiplodia theobromae é
um importante agente de fitopatogenias. Inicialmente, foi relatado como causa de
ceratite humana em dois pacientes na India e, posteriormente, relatorios do sul
dos Estados Unidos Estados, outras partes da India, Sri Lanka e outros paises
confirmaram este fungo como patdgeno em cérneas humanas. Podem ser
observadas hifas septadas no tecido infectado e causa ceratite severa, pouco

responsiva a terapia (Thomas, 2003a).
4.1.1.3.4.5. OUTROS FUNGOS

Scedosporium apiospermum (Pseudallescheria boydii) pode ser isolado
do ambiente (como solo, esterco de animais de fazenda) e foi relatado como
agente de infeccdo ocular grave ap06s trauma por material vegetal, cirurgia,
contato com agua poluida e imunossupressao (Thomas, 2003a; Thomas, 2003b).
A ceratite ocasionada por este fungo se assemelha a outros tipos de ceratite
fangica e pode envolver toda a cornea (Thomas, 2003b). Embora se assemelhem
a outros tipos de ceratite, podem néo ter uma resposta satisfatoria frente a terapia
médica sozinha (Thomas, 2003a). Scedosporium prolificans foi relatado como
causa de escleroceratite (Thomas, 2003a). Espécies de Paecilomyces sao
encontradas em todo o mundo como saprofitas no solo e vegetacdo em
decomposicdo e sdo fontes comuns de contaminacdo, pois sdo resistentes a
maioria dos procedimentos de esterilizacdo comuns. Estas infeccbes oculares por
Paecilomyces spp. estdo associadas, especialmente, a procedimentos cirdrgicos
(Thomas, 2003a). As espécies de Acremonium sdo generalizadas, ocorrendo no
solo e no ar, e inUmeros casos de ceratite e ocasionais casos de endoftalmite ja

foram relatados (Thomas, 2003a).

As infeccbes oculares pelos zigomicetos incluem zigomicose rino-
orbitocerebral e ceratite. A primeira € uma complicacdo devastadora da

cetoacidose diabética e 0 uso de terapias imunossupressoras apos transplante de
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6rgdos. Ha& uma predilecdo destes fungos pela Orbita e tecidos adjacentes,
incluindo os seios paranasais (Kalkanci e Ozdek, 2010). Espécies de Rhizopus
spp. estdo mais frequentemente envolvidas nestas infec¢des, mas outros géneros
da ordem Mucorales também podem causar doenca ocular (Thomas, 2003a).
Ceratite devido a um zigomiceto, especialmente Rhizopus arrhizus e Absidia
corymbifera, ocorre muito raramente, no entanto, quando ocorre, é de forma

fulminante e sem resposta a terapia médica (Thomas, 2003a).

Fungos dimdrficos também j& foram associados as infec¢fes oftalmicas,
como o Paracoccidioides brasiliensis, um fungo de solo e de vegetacdo em
decomposicdo em regides de infeccdo endémica (sul México e América Central e
do Sul). Geralmente o envolvimento ocular é encontrado em casos da reativacao
da doenca, geralmente em individuos em atividades de agricultura em regifes
endémicas (Thomas, 2003a). Coccidioides immitis é encontrado em solos de
regides quentes e secas, onde a infeccdo € endémica (sudoeste Estados Unidos,
norte do México e areas localizadas na regido central e América do Sul). A
doenca pode ocasionar lesdes oculares. Blastomyces dermatitidis, isolado de
solos imidos com alto contetdo organico. Podem ocasionar infec¢fes oculares,
incluindo lesdes da péalpebra, doenca orbital, ceratite e endoftalmite (Thomas,
2003a). A histoplasmose é classicamente causada por Histoplasma capsulatum
var. capsulatum, foi implicado na "sindrome da histoplasmose ocular presumida”
e em varias outras infeccBes oftalmicas, principalmente intraoculares, ja o
patdgeno H. capsulatum var. duboisii foi relatado como causador de doenca
orbitaria (Thomas, 2003a).

Espécies de Cryptococcus também podem causar infeccBes oculares
(Thomas, 2003a). Além disso, diversos outros fungos foram relatados como
agentes de algum tipo de infeccédo oftdlmica, com diferentes niveis de gravidade.
Sporothrix schenckii que é encontrado em solo e material vegetal em
decomposicdo, com distribuicdo mundial, & geralmente causador de lesdes
nodulares nos tecidos cutaneos e subcutaneos. No entanto, foi relatado como
causador de lesbes na Orbita, esclera e estruturas intraoculares (Thomas, 2003a).
Pneumocystis carinii foi implicado como causa de coroidite e infeccdo orbital em
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pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (do inglés AIDS)
(Thomas, 2003a). Diante da diversidade fangica relacionada a infeccdes oculares,
0 diagndstico se mostra de grande importancia para o direcionamento do
tratamento adequado para um desfecho positivo para o paciente (Thomas, 2003b;
Mills et al., 2020).

4.1.1.35. DIAGNOSTICO

O desfecho relacionado as infec¢fes fungicas associa-se ao seu pronto
reconhecimento, uma vez que a rapida deteccdo favorece uma recuperacao
completa (Thomas, 2003b). Um numero grande de géneros e espécies fangicas
tem sido implicados como responsaveis por infecgdes oftalmicas, ainda, hd um
crescente constante nesse numero (Thomas, 2003a). Para o diagnostico e
tratamento da ceratite fungica € muito importante conhecer as diferencas na
prevaléncia geografica e suscetibilidade dos patogenos fungicos (Mills et al.,
2020).

A apresentacao e as caracteristicas clinicas sdo importantes, uma vez que
podem auxiliar o diagndstico de ceratite fungica em si (Thomas e Kaliamurthy,
2013). No entanto, os sintomas sdo geralmente inespecificos, ainda que
prolongados em relacdo as infeccdes bacterianas (Thomas, 2003b). Estruturas
fangicas em exame microscopico direto e isolamento de agente fungico em
cultura de raspagem da cérnea ou material de bidpsia, do vitreo e/ou aquoso ou
por hemoculturas em alguns casos enddgenos, representam o padrdo de
diagnostico laboratorial. No entanto, a cultura demanda tempo, sendo um
procedimento demorado (Thomas e Kaliamurthy, 2013; Durand, 2017,
Mahmoudi et al., 2018). Logo, outras abordagens com resultados mais rapidos,
como técnicas de imagem in vivo, como microscopia confocal que produz
imagens em tempo real do tecido da cornea e tomografia de coeréncia Optica do
segmento anterior do globo ocular, e técnicas moleculares, mostram-se
importantes no intuito de facilitar o diagnéstico (Thomas e Kaliamurthy, 2013;
Mahmoudi et al., 2018). A Reagdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain

Reaction - PCR) ganhou destaque no auxilio diagndstico, complementando
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métodos microbiologicos, é um teste que permite rapida e especifica
identificacdo do agente etiologico, inclusive em casos de cultura negativa
(Thomas e Kaliamurthy, 2013; Durand, 2017).

Os resultados clinicos de ceratite fungica sdo piores do que ceratite
bacteriana devido ao diagnostico, que geralmente é tardio, além do uso
inadequado de antibacterianos e/ou esteroides, bem como uma escolha limitada
de medicamentos antifungicos clinicamente aprovados (Mills et al., 2020).
Diante disso, ainda temos o fato de que diferentes géneros e espécies de fungos
variam em seu perfil de suscetibilidade aos antifungicos. Assim, o teste de
suscetibilidade antifingica in vitro pode auxiliar na escolha da terapia
antifingica mais adequada (Mahmoudi et al., 2018). No entanto, a auséncia de
testes padronizados, devido ao tamanho amostral que geralmente é muito
pequeno e/ou diferentes metodologias de suscetibilidade in vitro utilizadas,
ocasionando ndo uniformidade dos dados de Concentragdo Inibitoria Minima
(CIM) (Mahmoudi et al., 2018; Lakhani et al., 2019). Ainda, o foco, na maioria
dos estudos, é voltado para uma espécie particular e os pontos de corte para a
interpretacdo dos resultados dos testes de suscetibilidade sdo especificos da
espécie (Mahmoudi et al., 2018; Lakhani et al., 2019). Logo, para otimizar e
melhorar as taxas de sucesso da terapia antifingica ocular € necessario o
desenvolvimento de modelos robustos de correlagdo in vitro/in vivo. Estes
modelos de suscetibilidade in vitro precisam ser sensiveis, especificos,
confidveis, reproduziveis e padronizados, para evitar falhas no tratamento e
recidivas com a farmacoterapia ocular disponivel atualmente (Lakhani et al.,
2019). Entre as principais preocupacdes no manejo das infeccBes fungicas
oculares estd a escassez de ferramentas de diagnostico laboratorial e
determinacdo da sensibilidade ao farmaco (Sahay et al., 2019). Diagnostico e
tratamento imediatos sdo essenciais para salvar a visdo do individuo (Durand,
2017).

41.13.6. TERAPIA: FARMACOLOGICA E NAO
FARMACOLOGICA
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No manejo de infeccBes fungicas oculares, entre as principais
preocupacdes, além da falta de disponbilidade de ferramentas de diagndstico
laboratorial, também ha a gestdo restrita, devido a escassa disponibilidade de
agentes antifungicos eficazes (Thomas, 2003b; Sahay et al., 2019). Até dois
tercos dos pacientes podem perder a visdo, portanto, devem ser tratados
imediatamente para prevenir tais consequéncias (Durand, 2013; Mehrandish e
Mirzaeei, 2021). A morbidade ocular ocasionada pelas infeccGes fungicas
oculares é resultante da relacdo entre os patégenos flngicos invasores e 0S
mecanismos de defesa do hospedeiro. Mesmo os fungos de uma mesma espécie,
podem ter diferentes padrGes de viruléncia. Além disso, temos diferentes
respostas de defesa do hospedeiro e do microbioma ocular adjacente (Mills et al.,
2020). O manejo desta condicdo (particularmente se ocorrerem lesdes profundas)
é problematico (Thomas e Kaliamurthy, 2013). A escolha da terapia antifingica
para o tratamento destas infec¢des deve ser racional, baseada na determinagéo do
padrdao de suscetibilidade do fungo isolado (Thomas e Kaliamurthy, 2013).
Ainda, na determinacdo de um regime antifingico apropriado, € essencial avaliar
alguns aspectos do agente antifungico proposto dentro do quadro clinico que é
apresentado: capacidade de penetrar nos tecidos oculares, espectro de atividade e
perfil de toxicidade (Patil e Majumdar, 2017).

A gravidade e a localizacdo das infeccdes fungicas oculares ditam a via
de administracdo do medicamento (Lakhani et al., 2019; Mehrandish e Mirzaeei,
2021). No contexto atual, a terapia convencional para casos de ceratite fingica
ou demais infeccBes da regido anterior da camara, em sua maioria, sdo tratadas
pela administracdo de farmacos por via topica (Mahmoudi et al., 2018; Lakhani
et al., 2019; Sahay et al., 2019). Considerando os beneficios das formas topicas,
como alta adesdo do paciente, facilidade de uso, ndo invasividade, indolor,
efeitos colaterais reduzidos e tratamento seletivo da cAmara anterior, a via topica
¢ a preferida para a administracdo de medicamentos no tratamento destas
infeccbes oftalmicas (Lakhani et al., 2019; Mehrandish e Mirzaeei, 2021).
Infelizmente, as formas farmacéuticas tdpicas enfrentam alguns desafios, como

baixa penetragdo do farmaco nas diferentes camadas do olho, compostos com
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uma massa molecular > 500 daltons (Da) quase ndo penetram o epitélio corneano
intacto. Além disso, alta frequéncia de administracdo, baixo tempo de residéncia
e toxicidade causada pelo uso de longo prazo também sdo desafios importantes
(Kaur e Kakkar, 2010; Mehrandish e Mirzaeei, 2021). Até o momento,
entretanto, ndo ha nenhum novo sistema de aplicacdo de antifungico ocular
topico aprovado pela FDA disponivel (Mehrandish e Mirzaeei, 2021). Dentre as
estratégias ocasionalmente utilizadas no tratamento de ceratite fungica, ha o uso
de lentes de contato contendo um ativo cuja liberagdo ocorre de forma gradual na

superficie ocular (Sahay et al., 2019).

Casos de infeccBes fungicas oculares mais profundas sdo necessarias
outras vias além da topica, como as vias parenterais ou intraoculares, como as
vias intraestromal e intracameral, utilizadas em casos de ceratite flngica
profunda e recalcitrante (Lakhani et al., 2019; Sahay et al., 2019). O tratamento
sistémico ou oral com antifungicos é usado em casos com envolvimento escleral
ou limbico, endoftalmite, perfuracdo iminente ou Ulcera de cdrnea perfurada,
casos pediatricos, casos recalcitrantes e casos de pacientes pds-ceratoplastia
(Sahay et al., 2019). A utilizacdo de antifungicos orais em casos de infec¢des
fangicas oculares refratarias tem sido adotada, com algum sucesso.
Rotineiramente, ndo sdo recomendados como tratamento Unico, com base nas
evidéncias atualmente disponiveis (Sahay et al., 2019). Ja as vias intraestromal e
intracameral para liberacdo de antifungicos sdo utilizadas em casos de ceratite

fangica profunda e recalcitrante (Sahay et al., 2019).

A escolha mais adequada para o tratamento de micoses oftdlmicas tem o
objetivo final de preservar a visao, e isso depende de um diagnostico rapido e
eficiente administracdo de terapia antifungica apropriada (Thomas, 2003a).
Atualmente, a terapia de doencas fungicas do olho é insatisfatoria (Srinivasan,
2004). Com excecdo da natamicina, antifingicos polienos e azolis, como
anfotericina B, fluconazol, itraconazol, cetoconazol, miconazol, voriconazol e
posaconazol sdo rotineiramente usados off-label no ambiente clinico (Lakhani et
al., 2019).
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Os antifungicos polienos e azodis sdo conhecidos por exibir toxicidades
oculares e sistémicas, que se manifestam como um dos principais desafios
associados ao seu uso terapéutico (Lakhani et al., 2019). Essas classes de
antifingicos vém ocupar um nicho importante na terapia antifingica oftalmica
devido ao seu amplo espectro de atividade, frente uma variedade de fungos
filamentosos e leveduriformes (Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019).
Assim, eles tém sido usados como agentes terapéuticos de primeira linha para
tratar infeccBes fangicas oculares, tendo sua aplicacdo tdpica como abordagem
primaria (Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019). No entanto, seu uso na
terapia antifingica ocular tem sido um desafio devido as suas propriedades
fisico-quimicas e a anatomia e fisiologia ocular, uma vez que, em muitos casos,
exibem baixa penetracdo pela cornea, limitando sua utilidade em casos de

infeccdes mais profundas (Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019).

Atualmente, a suspensdao de natamicina (também conhecido como
pimaricina) 5% é a Unica formulacdo de uso topico aprovada pelo FDA para o
tratamento de infec¢bes fungicas oftalmicas (Kaur e Kakkar, 2010; Czako et al.,
2019; Lakhani et al., 2019; Sahay et al., 2019). Introduzida em 1960, ndo houve
nenhum novo tratamento aprovado pela FDA para esta condi¢do desde entédo
(Mills et al., 2020). Embora seja encontrada como formulagdo comercial em
alguns paises, no Brasil a sua formulacdo tépica ocular necessita ser manipulada
(Mualler et al., 2013). A natamicina € um farmaco eficaz no tratamento de
infeccdo na cornea por espécies flungicas, ceratite flngica, conjuntivite e
blefarite, € a primeira linha eficaz de tratamento (Patil e Majumdar, 2017,
Mahmoudi et al., 2018).

A natamicina, devido ao tamanho do seu anel macrolideo, diferente da
anfotericina B, ndo forma poros transmembrana (Kristanc et al., 2018). Embora o
mecanismo exato pelo qual este farmaco atua na célula fungica ndo esteja
totalmente descrito, acredita-se que sua a¢do ocorra através da ligacdo direta ao
ergosterol, blogueando suas atividades funcionais na célula (Welscher et al.,
2008). Tem um amplo espectro de atividade, mas limitada aos fungos
filamentosos, espécies de Fusarium e Aspergillus, Acremonium, Alternaria,
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Cephalosporium, Colletotrichum, Curvularia, Lasiodiplodia, Scedosporium,
Trichophyton e Penicillium spp.. Contudo, apenas uma atividade de moderada a
fraca contra os fungos leveduriformes (espécies de Candida) (Kaur e Kakkar,
2010; Lakhani et al., 2019; Sahay et al., 2019). Essa atividade seletiva levou ao
uso da natamicina como medicamento de primeira linha no tratamento da ceratite
fangica ocular superficial causada por espécies de fungos filamentosos (Thomas,
2003a; Lakhani et al., 2019). Sua atividade antifingica esta relacionada a dose

usada clinicamente, na qual é principalmente fungicida (Sahay et al., 2019).

A natamicina é pouco soluvel em &agua, é estavel em suspensdo, nessa
forma possui boa aderéncia a cérnea por periodos clinicamente Uteis, atil no
tratamento de infeccdes superficiais (Thomas, 2003 A; Kaur e Kakkar, 2010). A
suspensdo oftalmica topica a 5%, embora viscosa, possui melhor tolerabilidade
ocular em comparacdo com 0s outros antifingicos e ndo causa dor ou dano
secundario da cornea (Kaur e Kakkar, 2010; Patil e Majumdar, 2017). Ha
penetracdo insatisfatéria no estroma corneano e na conjuntiva apos a aplicacao
topica, devido ao seu alto peso molecular, assim, baixa biodisponibilidade,
apenas 2%, necessitando de administracfes frequentes (Thomas, 2003 A; Kaur e
Kakkar, 2010; Patil e Majumdar, 2017; Mahmoudi et al., 2018; Lakhani et al.,
2019). Geralmente, essa administracdo garante uma concentragdo suficiente do
antifingico dentro do estroma corneano, mas ndo no aquoso, bem como ndo ha
absorcdo sistémica. Assim, o debridamento epitelial da cérnea pode ser uma
opcdo para aumentar sua penetracdo (Sahay et al., 2019). SO pode ser
administrada topicamente, uma vez que a administragdo intravenosa e
subconjuntival ndo leva a concentracfes terapéuticas no humor aquoso e vitreo.
Assim, é util apenas no tratamento da infeccdo superficial e ndo encontra
aplicacdo na ceratomicose profunda (Kaur e Kakkar, 2010; Patil e Majumdar,
2017). Da mesma forma, também ndo pode ser administrada por via intracameral
(Czako et al., 2019). Tem sido usada em associagdo com outras formas de
tratamento para terapia de esclerite, conjuntivite e endoftalmite fingicas
(Thomas 2003b; Kaur e Kakkar, 2010).
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O uso prolongado de natamicina pode estar associado com alguns
sintomas locais de desconforto, como leve irritagdo, vermelhiddo, sensacdo de
corpo estranho, ardéncia, sensagdo de queimacéo e lacrimejamento. A aderéncia
das particulas da suspensdo de natamicina a area de ulceracdo epitelial, bem
como nos férnices e margens palpebrais € um problema comum (Sahay et al.,
2019).

Anfotericina B € um antifungico variavelmente fungistatico e
ocasionalmente fungicida, dependendo da concentracdo alcancada no tecido e a
suscetibilidade do patogeno (Thomas, 2003a; Sahay et al., 2019). Anfotericina B
apresenta afinidade de ligacdo ao ergosterol da célula fangica, dentre o0s
inimeros efeitos associados, o farmaco causa hiperpermeabilidade e lise celular
atraves da ligacdo irreversivel ao ergosterol da membrana celular do fungo com
consequente formacdo de poros transmembrana (Kristanc et al., 2018). Possui
amplo espectro de atividade, ativo contra a maioria dos fungos, com potente
atividade antiflngica contra espécies de Candida e Aspergillus, porém atividade
de moderada a fraca contra espécies de Fusarium e Scedosporium (Patil e
Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019; Sahay et al., 2019). Dessa forma, é o
farmaco de escolha para leveduras, com uso frequente como um agente
antifangico off-label no tratamento de casos de ceratite grave por espécies de
Candida, mas ndo em casos de ceratite por espécies de Fusarium (Patil e
Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019; Sahay et al., 2019). Penetra mal nos
tecidos oculares, por isso tem sido usada por via intravenosa para tratar infecgoes
invasivas orbitarias e intraoculares. Assim como no tratamento de endoftalmite
devido a fungos dimdrficos e lesbes das pélpebras, conjuntiva e cdrnea, sendo o
antifngico de primeira escolha para o tratamento de endoftalmite flngica
endogena (Armstrong, 2000; Kalkanci e Ozdek, 2010; Kaur e Kakkar, 2010).

A anfotericina B pode ser administrada por vias intravenosa, topica
(0,15-0,3%; 0,5%; 2%), intravitrea e intracameral para terapia de micoses
oftalmicas. A aplicagcdo subconjuntival ndo € mais recomendada devido a
toxicidade grave (Kalkanci e Ozdek, 2010; Thomas e Kaliamurthy, 2013; Patil e
Majumdar, 2017). A eficacia na ceratite fungica, atraves da via topica off-label
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depende da integridade da cornea, sendo reduzida na presenca de um epitélio
corneano intacto (Kalkanci e Ozdek, 2010; Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et
al., 2019). Isso ocorre devido ao seu alto peso molecular e baixa solubilidade
aquosa, que acarretam em maior dificuldade de penetragéo através da cérnea e da
barreira hematorretiniana (Lakhani et al.,, 2019). Solucdo de 0,15% de
anfotericina B em agua estéril usada na pratica clinica parece ser bem tolerada. A
aplicacdo tdpica de 0,5% pomada pode causar alguma irritacdo conjuntival,
embora uma pomada a 2% tenha sido relatada como bem tolerada (Thomas,
2003a; Kalkanci e Ozdek, 2010). Formulacdes usadas topicamente para tratar
conjuntivite, esclerite e ceratite (Kalkanci e Ozdek, 2010). A administracdo de
anfotericina B por um escudo de coladgeno pode melhorar conformidade e garante
uma taxa mais constante de entrega de medicamentos na ceratite micética. No
entanto, pode dificultar para o clinico realizar exames clinicos frequentes no olho
afetado, além disso, o uso impréprio também pode levar ao aumento toxicidade
(Thomas, 2003a).

Injecdes intravitreas de anfotericina B tém sido recomendadas para o
tratamento de endoftalmite fungica. Contudo, esta via pode ocasionar efeitos
altamente destrutivos, levando a necrose retinal e descolamento se a inje¢do nao
é feita de maneira cautelosa, lentamente no centro do vitreo, o mais longe
possivel da retina (Thomas, 2003a). Administracdo intracameral pode ser
considerada no tratamento de ulceras fungicas profundas de cdrnea, com
envolvimento estromal profundo, associado a cdmara anterior com grave reacéo,
ou casos resistentes, com toxicidade minima sendo relatada (Mahmoudi et al.,
2018; Sahay et al., 2019). A administracdo intraestromal leva a concentragGes
mais elevadas do farmaco no estroma corneano e, portanto, a um tempo de

cicatrizacdo menor (Czako et al., 2019).

O uso ocular de anfotericina B esta associado a diversos efeitos
colaterais, dificultando seu uso (Kalkanci e Ozdek, 2010; Patil e Majumdar,
2017). Juntamente com seu agente solubilizante podem ser tdxicos para os olhos
(Armstrong, 2000; Kaur e Kakkar, 2010). Anfotericina B sistémica tem
toxicidade significativa e raramente € usada para tratar endoftalmite flngica
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exogena (Durand, 2013). As complicacdes principais associadas sdo catarata,
hifema, irite e edema da cornea. Efeitos parcialmente associados a inibicdo de
celulas T supressoras e ativacdo de vérias células pro-inflamatorias (Sahay et al.,
2019). As injecOes intraoculares (concentracdo acima de 1% p/v) estdo
associadas a efeitos adversos, como toxicidade retinal, perda de células
ganglionares da retina, inflamacéo vitrea, edema da cornea, neovascularizacéo e

inflamac&o da cdrnea (Patil e Majumdar, 2017).

No uso intravenoso com direcionamento ao olho, a anfotericina B deve
ser administrada em concentracdes mais altas para que penetre na barreira
hematorretiniana, o que pode levar a nefrotoxicidade dependente da dose.
Estima-se que a toxicidade renal ocorra em quase 80% dos pacientes (Thomas,
2003a; Patil e Majumdar, 2017). Embora o uso de formulacGes de anfotericina B
a base de lipidios (AMB-complexo lipidico e lipossomal) tenha proporcionado
alternativas com maior seguranca e reducdo da toxicidade renal (10 vezes a 20
vezes) (Kaur e Kakkar, 2010; Lakhani et al., 2019; Sahay et al., 2019). Dores de
cabeca, calafrios, febre e anorexia sdo comuns, outros efeitos colaterais adversos
incluem anemia moderada, nauseas, vomitos, colicas gastrointestinais e diarreia,
e tromboflebite local no local da infusdo (Thomas, 2003a). Assim ha limitacédo
do uso da anfotericina B sistémica na terapéutica ocular, reservado para pacientes
em gquem um diagnostico de infeccdo fungica seja bem fundamentado (Thomas,
2003a; Patil e Majumdar, 2017). Como ndo h& metabolizacdo pelas enzimas do
citocromo P450, possui poucas interagdes medicamentosas (Sahay et al., 2019).
Anfotericina B é o antifingico mais seguro para uso durante a gravidez, rotulado

como um medicamento de categoria B pelo FDA (Sahay et al., 2019).

Os azbis, como tiabendazol, itraconazol, clotrimazol, miconazol,
cetoconazol, fluconazol, voriconazol e econazol, sdo opgdes terapéuticas para
infeccbes oculares (Armstrong, 2000). Os azolis atuam na membrana celular
fangica, inibindo a enzima responsavel pela conversdo do lanosterol em
ergosterol, a 14-a-lanosterol desmetilase. O ergosterol € um componente
importante da membrana celular dos fungos e, portanto, essencial para o
crescimento destes microrganismos (Thompson e Lewis, 2009). Todos os azéis,
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exceto fluconazol, parecem diminuir a funcdo das células do sistema
imunoldgico, especialmente linfécitos; isso pode diminuir o grau de dano ao
tecido ocorrido com a reagdo inflamatoria, mas também afeta o eficacia dos azdis
in vivo (Thomas, 2003a).

O fluconazol é considerado ativo contra as espécies Candida (exceto
Candida krusei e C. glabrata pode ter baixa suscetibilidade) e Aspergillus, com
resisténcia por outros fungos filamentosos, como Fusarium spp., Scedosporium
spp. e Mucorales, um espectro estreito em comparagdo com outros triazéis (Patil
e Majumdar, 2017; Sahay et al., 2019). Assim, é um candidato adequado no
tratamento de ceratite profunda por Candida spp., mas ndo pode ser considerado
0 agente de escolha no tratamento da ceratite por fungos filamentosos (Thomas,
2003b; Lakhani et al., 2019).

O fluconazol é um antiflngico estavel e solivel em &gua com baixa
massa molecular e alta biodisponibilidade, podendo ser Gtil como agente ocular
(Kaur e Kakkar, 2010). Penetra as barreiras oculares, tanto na administracéo
topica off-label (1%), oral e sistémica, e tem mostrado uma resposta terapéutica
em ceratite fungica. Indicado até em infec¢cBes fungicas oculares profundas
(Thomas e Kaliamurthy, 2013; Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019). As
formas farmacéuticas orais disponiveis incluem comprimidos e pé para
suspensdo (Sahay et al., 2019). O fluconazol alcanca altos niveis de penetracdo
nos tecidos oculares horas ap6s uma unica dose, sua biodisponibilidade oral é
cerca de 90%, com baixa capacidade de ligacdo as proteinas plasmaticas (10%-
20%) e baixa lipofilicidade, chegando a uma concentra¢cdo no humor aquoso de
64% da concentracdo plasmatica (Armstrong, 2000; Sahay et al., 2019). A
injecdo subconjuntival do fluconazol (0,5-1,0 mL de solucdo 2%) ja foi

investigada (Thomas e Kaliamurthy, 2013; Sahay et al., 2019).

O fluconazol € considerado um agente antifungico econémico e seguro,
com perfil de baixa toxicidade entre os antifungicos azois (Lakhani et al., 2019).
No entanto, o uso de fluconazol tem seus proprios desafios, que € o rapido

desenvolvimento de resisténcia e resisténcia cruzada as espécies de fungos na
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exposicdo prolongada ou devido ao descumprimento do tratamento pelo paciente
(regime terapéutico incompleto) (Patil e Majumdar, 2017). Os efeitos adversos
sistémicos comuns incluem gastrite, dor de cabeca e erupcOes cutédneas. Em
alguns casos, trombocitopenia, sindrome de Stevens-Johnson e hepatotoxicidade
podem ocorrer. Rotulado como um medicamento da categoria D pelo FDA para

uso durante gravidez e, portanto, ndo deve ser usado (Sahay et al., 2019).

O voriconazol apresenta um espectro mais amplo de atividade em
comparacdo com os outros antifungicos azolicos. Demonstra uma potente acéo
bioldgica contra espécies de Candida e Aspergillus (mesmo aquelas conhecidas
por serem resistentes a anfotericina B e ao fluconazol e itraconazol),
Scedosporium, Fusarium, Paecilomyces, Cryptococcus spp. e patogenos fangicos
dimérficos. No entanto, a atividade contra os Mucorales é minima (Srinivasan,
2004; Thomas e Kaliamurthy, 2013; Mahmoudi et al., 2018; Sahay et al., 2019).

O voriconazol demonstrou eficacia terapéutica em ceratite fingica e
endoftalmite apds administracdo intraestromal, intracameral, intravitrea, oral e
topica (Thomas e Kaliamurthy, 2013; Patil e Majumdar, 2017; Mahmoudi et al.,
2018; Lakhani et al., 2019). Encontra-se disponivel em formulacGes orais e
parenterais, seu uso oftalmico na forma topica € off-label e requer reconstituicdo
da formulacdo parenteral disponivel a uma solu¢do 1-2% (Thomas e
Kaliamurthy, 2013; Sahay et al., 2019). O voriconazol é o azol preferido a ser
utilizado por via tdpica no tratamento de infec¢des fingicas oculares (Patil e
Majumdar, 2017; Mahmoudi et al., 2018). Voriconazol tdpico possui alta
penetracdo intraocular e € bem tolerado pelo tecido ocular (Thomas e
Kaliamurthy, 2013). Embora pela via topica atinja uma concentracdo no humor
aquoso que esta acima da CIM, pode ocorrer uma alta variacdo na concentracao
do farmaco no local e podem ser encontradas concentragdes inferiores a CIM

necessaria para tratar a infeccdo (Mahmoudi et al., 2018; Sahay et al., 2019).

Geralmente, o voriconazol é administrado por via oral para o tratamento
da ceratite por conta da maior conformidade para o paciente, biodisponibilidade

oral alta (aproximadamente 90%), boa penetracdo e biodisponibilidade nos
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tecidos oculares (Mahmoudi et al., 2018; Sahay et al., 2019). A administracéo
oral de voriconazol pode ser um tratamento eficaz para casos selecionados de
ceratite fingica, com concentracdo de antifungico intraocular bem acima da CIM
necessaria para a maioria dos patdégenos fangicos da cérnea (Mahmoudi et al.,
2018).

A administracdo intracameral de voriconazol (50 pg/0,1 mL) foi relatada
como eficaz em casos de Ulceras de cérnea flngicas profundas e recalcitrantes
(Thomas e Kaliamurthy, 2013; Mahmoudi et al., 2018; Sahay et al., 2019). A
vantagem sobre a aplicacdo de anfotericina B € seu amplo espectro de atividade,
pois apresenta complicacdes semelhantes. Contudo, as limitagdes se encontram
no fato de representar disseminacdo da infeccdo, inflamacéo intraocular, dano
lenticular, glaucoma, hifema e dano endotelial potencial. Embora essas
complicacdes raramente tenham sido relatadas, o risco de tais eventos deve ser
conhecido na escolha desses procedimentos (Sahay et al., 2019). Mais estudos
robustos sdo necessarios para a determinacdo de seu beneficio no manejo da

ceratite fungica (Mahmoudi et al., 2018).

A administragdo intraestromal leva a concentragbes mais elevadas do
farmaco no estroma corneano, fornece um depdsito do farmaco, préximo a area
ulcerada, de onde o antifingico é lentamente liberado no tecido infectado, de
maneira a envolver o tecido infectado (Czako et al., 2019; Sahay et al., 2019).
Leva a um tempo de cicatrizacio mais curto (Czako et al., 2019). E uma
abordagem eficaz para infecc@es fungicas profundas da cornea recalcitrantes, que
ndo respondem a modalidades de tratamento convencional (Sahay et al., 2019).
Relatos de sucesso no uso da gestdo da ceratite recalcitrante por Acremonium e

Alternaria, podendo apresentar taxa de cura acima de 70% (Sahay et al., 2019).

Clinicamente importante, o voriconazol, embora tenha amplo e potente
espectro de atividade antifungica, estd associadoo a consideraveis efeitos
colaterais e adversos dependentes da concentracdo (Lakhani et al., 2019). Os
efeitos adversos associados ao seu uso por via oral incluem distdrbios visuais,

mudancas na visdo de cores e fotofobia. Raramente, alucinagbes visuais
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transitérias ou confusdo podem ocorrer. Erupcdes cuténeas, hepatotoxicidade,
alteracbes eletrocardiograficas e toxicidade oOssea associada a fldor também
podem ser observadas. O uso tépico pode causar dermatite de contato periocular.
E um antifungico rotulado na categoria D pelo FDA e é contraindicado durante a
gravidez, pois é teratogénico e resulta em anormalidades esqueléticas e viscerais
(Sahay et al., 2019).

Cetoconazol foi o primeiro antifngico azol de amplo espectro por via
oral e sua absorcdo é fortemente dependente do pH gastrico, requer um meio
acido para dissolucdo e absorcdo (Thomas, 2003a; Sahay et al., 2019).
Demonstrou atividade antifungica ap6s administracdo oral, topica e
subconjuntival, limitada a alguns fungos filamentosos, leveduriformes (incluindo
Candida spp.), fungos dimorficos e dermatofitos (Patil e Majumdar, 2017; Sahay
etal., 2019).

O uso deste antifungico por via topica e sisttmica é recomendado para o
tratamento de ceratite fungica (Kaur e Kakkar, 2010). A administracdo topica
mostrou penetracdo apenas quando o epitélio da cdrnea foi raspado, uma vez que
possui penetracdo pobre através da cornea e das barreiras hematoculares. 1sso
ocorre devido ao seu alto peso molecular, carater hidrofobico e sua capacidade de
ligacdo as proteinas (Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019; Sahay et al.,
2019). No entanto, o tratamento das infec¢Bes oftalmicas, normalmente, requer
concentracdo de antifungico na cornea e no humor aquoso, sendo necessario um
veiculo para administrar este antifungico em uma solucdo aquosa de colirio
(Kaur e Kakkar, 2010). Assim, é muitas vezes usado apenas como um adjuvante
na terapéutica antifungica ocular (Patil e Majumdar, 2017). Altas concentracfes
de cetoconazol foram alcancadas na cOrnea e camara anterior por administracdo
via oral, assim é recomendado para infec¢des fangicas oculares profundas (Patil
e Majumdar, 2017).

O uso de cetoconazol tépico ndo é associado a toxicidade corneana
significativa e é geralmente bem tolerado (Patil e Majumdar, 2017). A

administracdo oral de cetoconazol pode levar a varios efeitos colaterais
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reversiveis, uma vez que regimes terapéuticos prolongados podem ser
necessarios, 0 uso do cetoconazol oral tem sido limitado (Thomas, 2003a; Patil e
Majumdar, 2017). O principal efeito adverso do seu uso por via oral é a
hepatotoxicidade, mas também pode ser relatado ginecomastia, hiperglicemia,
alteragcbes menstruais, hipertensdo, diminuicdo da libido, oligospermia,
anafilaxia, insuficiéncia adrenal, anorexia, hiperlipidemia, aumento do apetite,
insOnia, nervosismo, dor de cabeca, tontura, parestesia, sonoléncia, toxicidade
fotoquimica e hipotensdo ortostatica (Patil e Majumdar, 2017; Sahay et al.,
2019). Outros efeitos adversos incluem disturbios gastrointestinais como
vomitos, diarreia, nauseas, prisdo de ventre, abdominais dor, boca seca,
disgeusia, dispepsia, flatuléncia, lingua descoloracéo, hepatite e ictericia. Pele e
subcutaneo disturbios teciduais incluem eritema multiforme, erupgdo cutanea,
dermatite, eritema, urticaria, prurido, alopecia, xeroderma, mal-estar, edema
periférico, pirexia, calafrios e diminuicdo da contagem das plaquetas (Patil e
Majumdar, 2017; Sahay et al., 2019). Demonstrou ser teratogénico em estudos
animais em altas doses e foi rotulado como medicamento da categoria C para uso
na gravidez pelo FDA (Sahay et al., 2019).

O itraconazol demonstrou ser ativo contra a maioria das espécies de
Candida, vérias espécies de Aspergillus e tem atividade minima ou insignificante
contra espécies de Fusarium e Mucorales (Patil e Majumdar, 2017; Sahay et al.,
2019). Contudo, esta fortemente associado ao surgimento de resisténcia e

resisténcia cruzada (Patil e Majumdar, 2017).

Itraconazol encontra-se disponivel em formulacgdes de uso sistémico, oral
(cépsulas e solucdo oral) e tépico (pomadas e solugdes oftalmoldgicas a 1%),
estas formulacfes ndo estdo disponiveis universalmente (Thomas e Kaliamurthy,
2013; Sahay et al., 2019). Administracdo topica possui baixa penetracéo, devido
ao peso molecular, ligacdo as proteinas no filme lacrimal-lipidico e a alta
hidrofobicidade (Lakhani et al., 2019). Este antifingico é bem absorvido apés
administracdo oral, mas a absorcio gastrica depende de um pH baixo. E muito
hidrofébico, assim, altamente concentrado em tecido rico em lipidios e pouco
soltvel em solucdo aquosa, possui 90-99% de ligacdo as proteinas plasmaticas
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(Thomas, 2003a; Sahay et al., 2019). O itraconazol € geralmente bem tolerado
apos administracdo oral, mas a principal desvantagem do uso por esta via para a
terapia de infecgdes fungicas oculares é a sua baixa disponibilidade em tecidos
oculares, cornea, humor aquoso e vitreo (Kaur e Kakkar, 2010; Durand, 2013;
Patil e Majumdar, 2017). Portanto, geralmente ndo é recomendado para o
tratamento de infec¢Bes oculares, devido a falta de eficacia clinica consistente
(Patil e Majumdar, 2017; Sahay et al., 2019). Mesmo que as injecGes intravitreas
e subconjuntivais exibam atividade terapéutica, alguns estudos relataram a
ocorréncia de necrose retinal (Patil e Majumdar, 2017). Devido a disponibilidade
de dados escassos a este respeito, a administracdo intravitrea e subconjuntival
ndo foi clinicamente adotada (Patil e Majumdar, 2017). O itraconazol é apenas
usado como um adjuvante sistémico para uma terapia antifingica topica ou

intraocular (Patil e Majumdar, 2017).

Itraconazol é geralmente bem tolerado apds administracdo oral, as
queixas mais comuns sdo distarbios gastrointestinais, erup¢do cutanea e dor de
cabeca, com menos frequéncia sdo observados hipertrigliceridemia, hipocalemia,
edema, diminuicdo da libido e ginecomastia (Patil e Majumdar, 2017; Sahay et
al., 2019). Hepatotoxicidade e insuficiéncia hepéatica também estdo entre os
efeitos adversos mais comuns e sdo graves. Foi rotulado na categoria C pelo

FDA para uso em gestantes, pois é teratogénico (Sahay et al., 2019).

Posaconazol é um triazol recente com atividade de amplo e potente
espectro contra a maioria das espécies de Candida (mesmo os isolados resistentes
a fluconazol), Fusarium, Aspergillus e Mucorales (Sahay et al., 2019; Mills et
al., 2020). Posaconazol tem sido usado com sucesso para tratar ceratite fungica,
em monoterapia oral ou em combinacdo com formulacdo tdépica de outros
antifangicos, principalmente, no tratamento de ceratite recalcitrante por
Fusarium e ceratites recalcitrantes a antifingicos comuns (cetoconazol,
fluconazol e voriconazol) (Sahay et al., 2019; Mills et al., 2020). Disponivel na
forma de suspensdo oral, comprimido de liberagéo retardada, solucdo intravenosa
e tem seu uso tdpico off-label. Altamente ligado a proteinas (98%), pobre
penetracdo em compartimentos oculares (Sahay et al., 2019).
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Os efeitos adversos comuns observados com o uso de posaconazol
incluem febre, diarreia, nausea, vomito e dor de cabeca. Ainda, podem ser
observados hipocalemia, erupcdo cutanea, trombocitopenia, dor abdominal,
niveis elevados de enzimas hepaticas e danos hepatocelulares. Boa tolerabilidade
em longo prazo. Classificado na categoria C pelo FDA para uso durante a

gravidez, pois é teratogénico (Sahay et al., 2019).

O miconazol mostra atividade varidavel contra espécies de fungos
filamentosos, potente atividade frente espécies de Aspergillus porém uma
atividade fraca contra as espécies de Fusarium (Lakhani et al., 2019). Miconazol
parece ser importante no tratamento de ceratite por Scedosporium apiospermum
(Thomas e Kaliamurthy, 2013). A solucdo de miconazol pode ser usada para
administracdo topica ocular (1%) off-label ou para administracdo subconjuntival
(Kaur e Kakkar, 2010; Thomas e Kaliamurthy, 2013; Lakhani et al., 2019). No
entanto, apresenta baixa penetracdo atraves da coOrnea e das barreiras
hematoculares devido ao seu alto peso molecular, carater hidrofébico e ligacao as
proteinas (Lakhani et al., 2019).

Clotrimazol é utilizado por via tépica off-label (1%), na forma de gotas
e/ou de pomada, contudo clotrimazol como monoterapia ndo € a escolha ideal
(Srinivasan, 2004; Thomas e Kaliamurthy, 2013; Lakhani et al., 2019). Econazol
1% esta disponivel como um medicamento oftalmico com efeito semelhante ao
da natamicina contra fungos filamentosos, recomendado na década de 1970, mas
ndo ha relatos recentes sobre 0 uso desse composto como terapia de primeira

linha para ceratite micdtica (Thomas, 2003b; Srinivasan, 2004).

Anfotericina B, natamicina e voriconazol sdo os unicos antifingicos
topicos com evidéncias suficientes acerca de sua eficacia, seguranca e indicacdes
clinicas (Sahay et al., 2019). No entanto, por conta dos desafios associados com
polienos e azois, a mais nova classe de antifungicos, as equinocandinas, esta
sendo extensivamente investigadas como potenciais agentes terapéuticos em

infeccdes fungicas oftalmicas (Mahmoudi et al., 2018).
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Equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina) possuem
espectro antifungico restrito. Farmacos desta classe apresentam atividade
fungicida para Candida spp. e fungistatica para Aspergillus spp., ndo sdo ativas
contra espécies de Fusarium, mas sdo ativas contra outras espécies clinicamente

relevantes (Srinivasan, 2004, Sahay et al., 2019).

Esta classe de antifungicos é mal absorvida pelo sistema gastrointestinal
e os farmacos sdo, portanto, disponiveis apenas em formulacdo parenteral. Tém
distribuicdo limitada aos tecidos oculares, levando a uma baixa concentragéo
nestes tecidos (Sahay et al., 2019). Caspofungina topica (0,5%) off-label foi
relatada como benéfica na ceratite micotica refrataria e a formulagdo por via
intravenosa tem sido usada com sucesso em casos de endoftalmite recorrente,
assim como relatos de uso no tratamento de casos de ceratite refrataria por
especies de Alternaria (Thomas e Kaliamurthy, 2013; Sahay et al., 2019).
Equinocandinas em formulacbes tdépicas (caspofungina e micafungina), em
monoterapia ou em associacdo, sdo relatadas com sucesso no tratamento de
ceratites e endoftalmites por espécies de Candida, Alternaria, Aspergillus,
Trichosporon (Patil e Majumdar, 2017; Mills et al., 2020). No entanto, a maioria
dos resultados clinicos bem-sucedidos com caspofungina e micafungina foram
com uma terapia concomitante com outros antifungicos como voriconazol,
fluconazol e anfotericina B (Patil e Majumdar, 2017). Para que ocorra a
penetracdo de equinocandinas é imprescindivel que a barreira corneana ndo esteja
intacta, sendo necessaria a remocdo da cdrnea durante a terapia (Patil e
Majumdar, 2017). O uso oftdlmico da micafungina em formulacdo topica é off-
label, utilizada em variados casos clinicos, com pontuais falhas clinicas frente a
Candida tropicalis (Patil e Majumdar, 2017; Sahay et al., 2019). Equinocandinas

néo sdo ativas contra espécies de Fusarium (Srinivasan, 2004).

Descrita eficacia maior ou semelhante em relacdo aos antifungicos
comumente utilizados, como o fluconazol. Além disso, caspofungina 0,5%
demonstrou ser tdo eficaz quanto a anfotericina B a 0,15% em tratamento da
ceratite flngica (Patil e Majumdar, 2017; Mills et al., 2020). E imperativo
comparar a eficacia e seguranca das monoterapias de equinocandina usando vias
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topicas, orais, intraoculares e sisttmicas de administragdo (Patil e Majumdar,
2017). No caso da anidulafungina para infec¢cdes fungicas oftalmicas, os estudos
sdo ainda escassos, portanto, é essencial avaliar a anidulafungina quanto a sua
farmacocinética ocular, eficacia, seguranca e tolerabilidade, uma vez que

apresentou atividade em altas doses (Patil e Majumdar, 2017).

As equinocandinas sistémicas sdo geralmente bem toleradas com poucos
efeitos adversos, que incluem dor de cabeca, disturbio gastrointestinal, elevacao
dos niveis de enzimas hepéticas (aminotransferase) e leve reacdo a infusdo
(Sahay et al., 2019). Contudo, o uso clinico de classes adicionais de antifingicos,

como as alilaminas e candinas, ndo € muito difundido (Thomas, 2003a).

Flucitosina possui espectro estreito de atividade, € mais eficaz contra
Candida e alguns fungos filamentosos, limitada atividade contra Aspergillus
spp., ja as espécies de Fusarium sdo resistentes a este farmaco (Armstrong, 2000;
Sahay et al., 2019). Em infeccbes oculares, podem ser utilizadas formulagc6es
topicas (1-1,5%) e sistémicas. O uso como colirio é bem tolerado, no entanto, a
molécula apresenta baixa penetracdo ocular (Armstrong, 2000; Thomas e
Kaliamurthy, 2013; Sahay et al., 2019).

Poli-hexametileno biguanida é um biocida ambiental geral, apresenta boa
atividade in vitro contra fungos. Tem sido usado como conservante de produtos
de uso oftadlmico topico. Solivel em agua e testado na forma de colirio 0,02%
com sucesso relatado na préatica clinica em muitas instituicbes (Thomas, 2003a;
Czako et al., 2019). H& uma estratégia de entrega de antifungicos através de um
escudo de colageno, no formato de uma lente de contato, que deve ser reidratado
antes do uso. Ainda, é capaz de auxiliar na promogdo da cura epitelial da cornea.
Através deste escudo, niveis do farmaco sdo entregues de forma confiavel e com
um numero minimo de aplicagdes, mas ainda depende da absorcéo e posterior
liberacdo pelo escudo. Quando o antifingico € hidrossolUel e agua é usada para
reidratacdo, o farmaco fica preso nos intersticios do colageno da matriz e sera
liberada conforme o escudo se dissolve e produzem niveis corneanos e aquosos

comparaveis aos obtidos com terapia topica frequente (Thomas, 2003a).
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Atualmente, o Unico antifungico para ser usado em escudos de colageno é a
anfotericina B (Thomas, 2003a).

J& os colirios contendo corticosteroides sdo contraindicados nas
infeccbes fungicas oculares, uma vez que sdo usados na tentativa de reduzir o
dano ao tecido causado pela reacdo inflamatoria dirigida contra um
microrganismo e acabam piorando o curso da infeccdo fungica existente, mas
ainda ndo diagnosticada (Thomas, 2003b; Czakoé et al., 2019). Alegacdo de um
possivel "rebote inflamatorio”, complicacdo potencialmente devastadora na
interrupcdo abrupta e pode ser confundida com o agravamento da infeccdo
(Thomas, 2003a).

Mesmo nos casos em que o tratamento adequado é fornecido, cerca de
um quarto dos pacientes tera falha da terapéutica farmacoldgica, o que acarretara
em deficiéncia visual moderada ou grave e/ou ira necessitar de intervencdes
cirurgicas, caras e frequentemente malsucedidas (Mills et al., 2020). Embora
tenham sido feitos muito avangos em relacdo ao tratamento destas infeccOes
fangicas oculares, 15-27% dos pacientes requer intervencédo cirargica devido ao
fracasso da terapia ou devido ao quadro avangado da doenca na apresentagédo
(Thomas, 2003b). Se a infeccdo da cornea progredir apesar de vigorosa terapia
antifangica, intervencdo cirurgica pode ser obrigatdria. Qualquer um método ou
uma combinacdo de varios métodos poderia ser contemplado, dependendo da
natureza, extensdo e gravidade da infeccdo da cdrnea (Thomas, 2003b; Czako et
al., 2019). Para o tratamento de pequenas Ulceras superficiais, os métodos
preconizados incluem técnicas com maior ou menor potencial invasivo, como o
desbridamento, uso de retalhos conjuntivais (para pequenas Ulceras periféricas)
em associacdo com terapia antifingica, adesivos de tecido (cola de n-butil
cianoacrilato) e uma lente de contato de curativo também tém sido defendidos
(Thomas, 2003b). O transplante de membrana amniotica também pode ajudar na
promogcéo da cura e reduz a inflamacéo na ceratite (Srinivasan, 2004; Kalkanci e
Ozdek, 2010).
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Reticulacdo de colageno da cornea tem sido usada por fortalecer as
ligacGes quimicas entre os feixes de colageno no estroma da cornea, acreditava-
se que pudesse ter efeito antifungico direto, além de retardar o derretimento da
cérnea (Mahmoudi et al., 2018). Nao havia melhora na cura microbiologica
(Mills et al., 2020). A terapia fotodindmica (PDT) de Rosa Bengala é uma
técnica Unica que envolve a ativacdo de uma substancia quimica (chamada
fotossensibilizador) pela luz. A fotoativacdo resulta na produgdo de especies
reativas de oxigénio que acabam por causar a morte (Mahmoudi et al., 2018).
Anteriormente mostrou inibicdo bem-sucedida do crescimento de Fusarium
solani, Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Fusarium keratoplasticum e
tem sido usada no tratamento bem-sucedido de ceratite por Fusarium
multirresistente em paciente pos-ceratoplastia. Estudos in vitro e in vivo
mostraram que pode interromper o derretimento da cdrnea e causar reticulacédo
das lamelas do estroma e enrijecimento da cornea (Mills et al., 2020; Mahmoudi
et al., 2018).

A cirurgia pode ser necessaria também para casos clinicos de ceratite
fangica onde h& ulceras mais graves. Casos em que ha& perfuracdo iminente,
perfuracdo superior a 2 mm ou quando ndo houver resposta a terapia médica, a
ceratoplastia penetrante é indicada (Kalkanci e Ozdek, 2010; Thomas e
Kaliamurthy, 2013). Em casos de ceratite leve a moderada a necessidade de
ceratoplastia terapéutica (do inglés TPK) é de ~15%, entretanto, para casos
graves é de ~40% (Mills et al., 2020). E muito importante tentar manter a terapia
0 quanto for possivel, para inviabilizar o fungo antes da cirurgia, com melhora no
progndéstico. A cirurgia tenta remover o antigeno e elementos infecciosos e
também tecido necrdtico e outros detritos, que podem dificultar a cicatrizacao
completa da lesdo (Thomas e Kaliamurthy, 2013). A cirurgia também pode
auxiliar aumentando a penetracdo do antifingico, trazendo irrigacdo na forma de
retalhos conjuntivais, ao estabilizar a superficie epitelial da cérnea, fornecendo
suporte tectonico ao globo quando a integridade é ameagada, como no
afinamento ou perfuracdo da cérnea (Thomas, 2003a). O objetivo desta técnica €

eliminar a infeccdo e restaurar a integridade do tecido. A taxa de cura de TPK

83



pode variar de 60-90% (integridade estrutural e erradicacdo da infeccédo), com
uma taxa de recorréncia de 6-15% e clareza do enxerto em 36 a 89% (Srinivasan,
2004; Kalkanci e Ozdek, 2010; Mills et al., 2020). Quando ndo ha resposta a
nenhuma das opc¢des terapéuticas realizadas e progressdo da infeccdo, ha o
tratamento cirurgico agressivo, que pode incluir exenteracdo orbital (Kalkanci e
Ozdek, 2010).

Identificado o patégeno fangico pela cultura, o regime terapéutico pode
ser modificado (Thomas e Kaliamurthy, 2013). A resposta a terapia depende de
inimeros fatores relacionados ao hospedeiro, patdgeno e terapia escolhida. Casos
de infeccBes oculares superficiais, por espécies de Fusarium, Aspergillus e
Curvularia, respondem bem a terapia com natamicina tépica, sem necessidade de
intervencdo cirurgica. Ja em casos de infecgcdes mais profundas por estes fungos,
intervencdo cirurgica pode ser necessaria para a maioria dos pacientes,
especialmente sem o uso de natamicina e, no caso das espécies de Curvularia,
natamicina topica em associagdo com cetoconazol oral (Thomas, 2003a; Thomas
e Kaliamurthy, 2013). Infeccdes oculares por feo-hifomicetos, exceto Curvularia
spp., em sua maioria, respondem a terapia antifungica, natamicina topica,
cetoconazol oral e/ou tdpico, oral cetoconazol e miconazol tépico, anfotericina B
topica sozinho ou itraconazol oral sozinho (Thomas e Kaliamurthy, 2013). Nos
casos de infeccBes oculares por Candida spp. o uso de anfotericina B topica
sozinha ou em combinacdo com azOlis sisttmicos em geral tem um bom
progndstico (Thomas, 2003a). Infeccbes oculares por S. apiospermum o desfecho
estd muito associado a gravidade com a qual o quadro é apresentado, com
frequente necessidade de intervencdo cirurgica (Thomas, 2003a). J& os casos
relacionados a Acremonium spp., requerem terapia antifingica combinada a
intervencdo cirdrgica de uma ceratoplastia. Demais fungos, apresentam

resultados variaveis, de acordo com a extensdo da infeccdo (Thomas, 2003 A).

A ceratite micotica geralmente responde lentamente a terapia
antifangica, ao longo de um periodo de semanas. Sinais clinicos de melhora
devem ser observados com cuidado (Thomas, 2003b; Thomas e Kaliamurthy,
2013). Diminuicdo da dor, diminuicdo do tamanho do infiltrado,
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desaparecimento de lesdes satélites, arredondando para fora das margens
penugentas da Ulcera e massas hiperplasicas ou folhas fibrosas na regido de
cicatrizacdo de lesdes fungicas podem indicar sinais de melhora (Thomas e
Kaliamurthy, 2013). Apesar de raspagens repetidas feitas durante o tratamento,
pode ndo ser observado crescimento na cultura. Esta auséncia de crescimento nédo
indica, necessariamente, que o fungo foi erradicado, uma vez que pode haver
proliferacdo de fungos profundamente no estroma. Dessa forma, a terapia deve
ser continuada por pelo menos 6 semanas (Thomas, 2003a; Thomas e
Kaliamurthy, 2013).

4.1.1.3.6.1. PROBLEMATICA ASSOCIADA A TERAPIA
ANTIFUNGICA OCULAR

A utilidade clinica dos agentes antifungicos de uso nas infeccBes
fangicas oftalmicas tem sido desafiada por sua atividade antifungica seletiva,
surgimento de resisténcia e resisténcia cruzada e auséncia de técnicas para
desenvolver uma correlacdo robusta in vitro/in vivo (Lakhani et al., 2019). Alem
disso, temos a importante questdo da eficacia clinica de um agente antifingico
nestas infeccOes, que depende de maneira muito significativa da concentracéo
alcancada no tecido ocular alvo (Thomas, 2003a). Assim, o tratamento dessas
infeccdes, principalmente topico, apresenta algumas dificuldades, uma vez que
em indmeros casos para que ocorra uma evolucdo positiva estes antifingicos
precisam penetrar os tecidos oculares e acessar estruturas internas do olho (Kaur
e Kakkar, 2010). Contudo, para que isso ocorra, h4& uma serie de fatores
associados, dentre eles a massa molecular, a solubilidade e a capacidade de
penetrar os tecidos oculares deste antifingico, bem como a via de administracéo
e 0 tempo de contato com o tecido ocular alvo (Thomas 2003b; Kaur e Kakkar,
2010). Dessa forma, ha um numero limitado de agentes antifingicos e
preparacOes terapéuticas, o que se deve também ao perfil de toxicidade ocular
topica e sistémica desses agentes, principalmente devido ao uso de longo prazo
(Kaur e Kakkar, 2010; Mehrandish e Mirzaeei, 2021).
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Barreiras anatdmicas e fisioldgicas representam desafios para as
formulacdes de antifingicos administradas topicamente (Lakhani et al., 2019).
As barreiras fisiolégicas sdo compostas pelo fluxo sanguineo ocular, fluido
lacrimal e enzimas e transportadores oculares. Composto de mucina, sais,
enzimas e proteinas, o filme lacrimal demonstrou se ligar a classes de
antifingicos, o que representa mais um desafio a liberacdo ocular eficaz dos
antifangicos (Lakhani et al., 2019). Temos mecanismos eficazes de remocdo, que
agem de maneira a manter a superficie ocular livre de substancias estranhas.
Nesta categoria, enquadram-se o reflexo de piscar, drenagem nasolacrimal rapida
a partir do fluido lacrimal, rotatividade da lagrima e absorcdo ndo produtiva
através da conjuntiva (Kaur e Kakkar, 2010). Ja as barreiras anatdmicas
constituem-se das diferentes camadas celulares oculares, cdrnea, conjuntiva,
esclera, retina e barreiras hematorretinal e hematoaquosa. Em conjunto, as
barreiras hematoaquosa e hematorretiniana formam as barreiras hemato-oculares,
que sdo compostas por juncbes endoteliais rigidas que inibem a passagem de
agentes antifangicos de alto peso molecular (Lakhani et al., 2019). As barreiras
anatdbmicas sdo significativamente responsaveis por alterar a penetracdo, a
biodisponibilidade e a concentracdo intraocular do farmaco durante sua

administracdo topica e parenteral (Lakhani et al., 2019).

Além disso, as propriedades fisico-quimicas dos agentes antifingicos
também influenciam a sua capacidade de penetrar as barreiras oculares e atingir o
local alvo (Lakhani et al., 2019; Mehrandish e Mirzaeei, 2021). Alto peso
molecular e caracteristicas hidrofdébicas elevadas (baixa solubilidade aquosa) sdo
os principais desafios fisico-quimicos em relacdo a liberacdo ocular de agentes
antifingicos (Lakhani et al.,, 2019; Mehrandish e Mirzaeei, 2021). Os
mecanismos de transporte através da cornea sdo o transporte paracelular (pelo
espaco intercelular) e a difusdo. Os agentes antifingicos oculares parecem
penetrar na cornea, majoritariamente, por difusdo (Kaur e Kakkar, 2010). A
solubilidade em tecido rico em lipidios € um determinante dessa difuséo
(Thomas, 2003a). O epitélio e o endotélio sdo ricos em lipidios, ja 0 estroma tem

alto teor de agua, assim, age como uma barreira e limita a taxa do transporte
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transcorneal. Logo, essa difusdo depende favoravelmente da lipofilicidade do
agente antifungico. No caso de moléculas lipofilicas menores, sdo capazes de
atravessar o epitélio da cornea, com papéis significativos do estroma e do
endotélio. J& no caso das macromoléculas, o estroma oferece uma maior barreira
(Kaur e Kakkar, 2010). De forma isolada e coletiva, todos os fatores citados
afetam a farmacocinética dos agentes antifungicos administrados (Lakhani et al.,
2019).

A distribuicdo de agentes antiflngicos, especialmente polienos e azdis,
para os diferentes tecidos oculares infectados, ainda é um dos desafios
formidaveis associados a farmacoterapia antifungica, principalmente por causa
da complexa anatomia do olho e das propriedades fisico-quimicas (Lakhani et
al., 2019). Compostos com massa molecular superior a >500 Da, como
anfotericina B (924,10 Da), natamicina (665,75 Da) posaconazol ou cetoconazol
(531,44 Da), possui pobre penetracdo no epitélio corneano integro devido a forca
do atrito que reduz cada vez mais a difusdo (Thomas, 2003a; Kaur e Kakkar,
2010). A liberacdo ocular de anfotericina B é desafiadora devido, além do seu
peso molecular, a sua baixa solubilidade aquosa. Dessa forma, dificultando sua
penetracdo através da cornea e da barreira hematorretiniana e logo, ha uma
severa limitacdo da sua biodisponibilidade ocular (Lakhani et al., 2019). J& a
penetracdo ocular de moléculas com massas moleculares intermediarias, como
miconazol (416,12 Da) ou fluconazol (306,30 Da), é provavelmente determinada
por tamanho e solubilidade (Kaur e Kakkar, 2010) (FIGURA 7). O cetoconazol e
0 miconazol também exibiram penetracdo pobre através da cornea e das barreiras
hematoculares devido aos seus pesos moleculares, caracteristicas hidrofébicas e
ligacdo as proteinas (Lakhani et al., 2019). No caso de compostos lipofilicos,
como o itraconazol, facilmente cruzam as membranas das células epiteliais e
endoteliais ricas em lipidios e o sangue (barreira hemato-aquosa). Contudo,
itraconazol possui reduzida biodisponibilidade devido a baixa penetracdo na
cornea, atribuida ao seu peso molecular (Kaur e Kakkar, 2010; Lakhani et al.,
2019). Além disso, a ligacdo do itraconazol as proteinas no filme lacrimal-

lipidico e a alta hidrofobicidade contribuiram para sua baixa penetracdo na
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cérnea apoOs administracdo topica (Lakhani et al., 2019). Ja& os compostos
hidrofilicos cruzam mais facilmente o estroma corneano e 0s compostos bifasicos
(solubilidade em lipidios e em agua) penetram em todas as camadas da cOrnea
(Kaur e Kakkar, 2010).
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Figura 7. Principais farmacos utilizados em infecg¢bes fungicas oculares e seus
respectivos pesos e estruturas moleculares (Fonte: PubChem com adaptacdes).

A via topica é a preferida para a administracdo de medicamentos no
tratamento de infeccdes oftalmicas (Lakhani et al.,, 2019). Formas topicas
possuem inumeros beneficios: alta adesdo do paciente, facilidade de uso, ndo
invasividade, indolor, efeitos colaterais reduzidos e tratamento seletivo da
camara anterior (Mehrandish e Mirzaeei, 2021). Possui alta relevancia no uso
para terapia de ceratite fangica, onde a integridade do epitélio da cdrnea e
estroma superficial geralmente encontram-se rompidos pelo processo da doenga
em si (Thomas, 2003a). No entanto, essa via de administragcdo de antifungicos
topicos oculares € complicada, uma vez que é muito dificil fornecer e manter
uma concentracdo adequada do farmaco (Kaur e Kakkar, 2010). A aplicacédo
topica frequente de gotas € um meio Util de alcancar os niveis necessarios, no
entanto é trabalhoso e pode ocasionar irritacdo (Thomas, 2003 A). Até o

momento, entretanto, ndo ha nenhum novo sistema de aplicacdo de antifingico
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ocular tdpico disponivel aprovado pela FDA (Mehrandish e Mirzaeei, 2021).
Pomadas e injecdes subconjuntivais sdo alternativas que podem prolongar o
tempo de contato entre o antifungico e a cornea e o tecido conjuntival (Thomas,
2003a). Muitas vezes, a uUnica maneira de atingir a concentracdo desejada do
agente antifingico no local pretendido ¢ com formas injetaveis, contudo, sdo
extremamente invasivas (Mehrandish e Mirzaeei, 2021). Além disso, as injecGes
subconjuntivais podem ser dolorosas para 0 paciente e inconveniente para o

médico, com risco de causar danos locais no tecido ocular (Thomas, 2003a).

A liberacdo ndo uniforme do agente antifingico do fluido lacrimal para
os tecidos oculares ocasiona um pico inicial de concentragdo do agente nos
tecidos, seguido por um periodo de baixa concentracdo, podendo atingir niveis
subterapéuticos (Kaur e Kakkar, 2010). Até a proxima aplicacdo, esta
concentracdo tecidual subinibitoria pode se prolongar por periodos longos. Dessa
forma, o paciente é exposto ao risco de efeitos toxicos e de falha terapéutica.
Para uma acdo eficaz sobre o patégeno fungico, inibindo o seu crescimento, as
formulacdes devem liberar adequadamento o agente antifingico, com penetracédo
eficiente nos tecidos, de maneira que atinja concentragdes terapeuticamente
eficazes (Kaur e Kakkar, 2010). Ainda, na grande maioria dos casos, as infeccoes
fangicas oculares ainda estdo sendo tratadas empiricamente, com base apenas nas
caracteristicas clinicas. 1sso também esta contribuindo para 0 mau prognaostico e

resisténcia dos microrganismos (Mills et al., 2020).
4.1.1.3.7. RESISTENCIA

Nas ultimas décadas, houve um aumento universal na utilizacdo de
farmacos antifungicos, o que esta associado as alteracfes na epidemiologia e
perfis de suscetibilidade antifngica (Lamoth et al., 2018). A resisténcia € um
problema emergente mundial e que complica ainda mais a escolha da terapia

antifingica apropriada (Pappas et al., 2018).

A exposicdo prévia a antifungicos, como no caso do tratamento
profilatico com antifungico poderia, teoricamente, favorecer o surgimento de

resisténcia adquirida, além de levar a selecdo de espécies menos suscetiveis
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(Goemaere et al., 2017; Pappas et al., 2018). Devido ao uso crescente dos
compostos antifungicos, a emergéncia de resisténcia tem sido cada vez mais
relatada (Pappas et al., 2018). A resisténcia tem sido um dos maiores desafios
associados ao arsenal antifingico, especialmente os antifingicos azolicos
(Lakhani et al., 2019).

Enquanto a classe dos antifingicos polienos esta geralmente associada a
resisténcia primaria, ou seja, algumas espécies fungicas sdo inerente e
naturalmente resistentes a esta classe. Neste caso podemos citar Candida
lusitaniae, Aspergillus terreus e Trichosporon beigelii frente a anfotericina B e
Aspergillus parasiticus, Aspergillus flavus e Candida parapsilosis frente a
natamicina (Lakhani et al., 2019). Ja para a classe dos azbis podem ser
observadas tanto a resisténcia primaria como secundaria (resisténcia devido a
uma exposicdo prolongada do fungo ao antifingico). Como exemplos, temos a
Candida krusei, que ¢é inerentemente resistente ao fluconazol, e o surgimeto de
resisténcia secudaria da C. glabrata frente ao fluconazol devido ao uso clinico
continuo e indiscriminado. Ainda, temos o problema da resisténcia cruzada, que
também tem sido um dos desafios para a classe dos antifingicos azdlicos
(Lakhani et al., 2019). Aqui, temos o0 uso continuo e difundido de itraconazol e
fluconazol que resultou no desenvolvimento de espécies resistentes a eles, bem
como a outros antifangicos (Patil e Majumdar, 2017; Lakhani et al., 2019). O
surgimento de resisténcia e resisténcia cruzada frente aos az6is mais novos foi
demonstrado através de relatos de infec¢des oculares por Fusarium e Aspergillus,
que se apresentaram resistentes ao voriconazol. Este desafio da resisténcia
associada ao voriconazol teve como estratégias de combate o uso de posaconazol
substituindo o voriconazol no primeiro caso e 0 uso de método cirlrgico no
ultimo. Na atualidade, o posaconazol (uso off-label) é considerado uma das
terapias mais eficazes em casos de ceratite fungica resistente e outras infeccdes

fangicas oculares refratarias (Lakhani et al., 2019).

Ha uma caréncia de formulacgdes oftdlmicas aprovadas de antifungicos
polienos e azois, para uso na farmacoterapia de infeccdes fungicas oculares. 1sso
leva ao uso ndo otimizado e off-label do agentes antifingicos destas classes,
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aumentando as chances de resisténcia e resisténcia cruzada, que ja vem sendo
relatadas (Stowik et al., 2015; Lakhani et al., 2019). Além disso, auséncia de
formulagbes aprovadas, padronizadas e comercializadas, exclusivas para
infeccbes fungicas oculares, leva a falta de comparadores validos (controles).
Dessa forma, dificultando a avaliacdo da eficécia, atividade e poténcia das
formulacdes, bem como das dosagens utilizadas atualmente na farmacoterapia
antifangica ocular. Ainda, se torna mais complexo determinar a correlagdo entre
os resultados dos testes de suscetibilidade antifingica in vitro e os provaveis
desfechos clinicos (Mahmoudi et al., 2018; Lakhani et al., 2019). Contudo, a
determinacdo in vitro do padrdo de suscetibilidade pode ser usada para fornecer

dados Uteis para os médicos (Mahmoudi et al., 2018).

Além disso, para combater os desafios do futuro surgimento de
resisténcia e resisténcia cruzada e para melhorar os resultados da farmacoterapia,
é de suma importancia o desenvolvimento de antifungicos de nova geragéo e de
novas moléculas/classes. Ainda, com propriedades fisico-quimicas superiores
aqueles disponiveis e um amplo espectro antifungico e/ou agentes
potencializadores. Outra op¢do sdo as associacfes, com objetivo de aumentar a
atividade contra cepas resistentes e/ou para reduzir a dose e a toxicidade
associada (Lakhani et al., 2019). As associacdes de agentes antifingicos e/ou ndo
antifingicos, em casos de fungos resistentes, tém demonstrado resultados
promissores (Mahmoudi et al., 2018). Os objetivos de novas estratégias e
abordagens de agentes antifingicos é reduzir o tempo de tratamento, alta
penetracdo e afinidade com as camadas de células do tecido acometido ou boa
penetracdo pelas camadas celulares oculares, com o intuito de uma alta
concentracdo do agente antifingico no local acometido pelo patégeno (Kaur e
Kakkar, 2010).

4.1.1.3.8. BIOFILMES FUNGICOS

Fatores de viruléncia sdo essenciais no estabelecimento da infeccéo,
embora ndo o sejam na sobrevivéncia in vitro dos microrganismos. Estéo

diretamente associados a transi¢cdo entre comensalismo e oportunismo e a
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reducdo da suscetibilidade (Cui et al., 2015; Bujdakova, 2016; Silva et al., 2017).
A patogenicidade da infeccdo, ou seja, a capacidade do microrganismo infectar €
mediada pela variabilidade de adaptacdo e os fatores de viruléncia, como a
aderéncia e a formacdo de biofilme, secrecdo de enzimas hidroliticas e as
alteracdes morfologicas (Silva et al., 2012; Cui et al., 2015; Sakita et al., 2017;
Silva et al., 2017).

A colonizagdo se inicia com a aderéncia do microrganismo em uma
superficie, esta por sua vez, contribui para a persisténcia no hospedeiro e €
fundamental para o subsequente estabelecimento do processo infeccioso. Essa
adesdo pode ocorrer em superficies bidticas, como o tecido do hospedeiro, ou em
superficies abidticas, como os dispositivos medicos, com posterior
desenvolvimento de biofilmes (Silva et al., 2012; Sakita et al., 2017; Pappas et
al., 2018). No ambiente, os microrganismos encontram-se, basicamente, sob duas
formas de crescimento: planctonico e biofilme. No entanto, por proporcionar
vantagens de sobrevivéncia, o biofilme representa cerca de 80% deste

crescimento (Ifigo et al., 2012; Cavalheiro e Teixeira, 2018).

O biofilme é descrito, usualmente, como uma comunidade altamente
estruturada, coordenada e funcional de células aderidas a uma superficie,
associadas umas as outras (com propriedades diversas das suas respectivas
células planctdnicas). Ha uma matriz extracelular protetora, autoproduzida,
embebendo estas células, resultando em um excepcional grau de organizacdo
(Ramage et al., 2012; Silva et al., 2017). Sua formacdo ocorre através de quatro
etapas principais: fase inicial ou de aderéncia, fase intermediaria ou proliferacéo,

fase final ou maturacgéo e fase de dispersdo (FIGURA 8).
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A B C D

Figura 8. Representadas as etapas de formacdo de um biofilme por leveduras.
Fase inicial ou de aderéncia (A): adesao de células plancténicas a uma superficie;
Fase intermediaria ou proliferacdo (B): Proliferacdo celular e formacdo de matriz
extracelular; Fase final ou maturacdo (C): biofilme formado maduro, com
espessamento da matriz extracelular, maior diferenciacdo celular e sistema
quérum-sensing desenvolvido; Fase de dispersdo (D): biofilme em fase de
dispersdo, liberando células que poderdo aderir-se a outras superficies e formar
novos biofilmes, dando continuidade ao ciclo (Fonte: Autora).

Fase inicial ou de aderéncia: a adesdo inicial das células a uma
superficie, bidtica ou abidtica, € um processo mediado por varias proteinas da
parede celular. Este processo ocorre através de interacbes quimicas com
moléculas dessas superficies, ligacdo a outras células, tanto epiteliais como
microbianas (Bujdakova, 2016; Costa-Orlandi et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira,
2018). Ao final desta etapa temos a formacdo de uma coldnia discreta
(Cavalheiro e Teixeira, 2018).

Fase intermediaria ou proliferacdo: esta fase é caracterizada pela
formacdo de camadas, devido a proliferacdo das células aderidas a superficie.
Conforme a espécie fungica, formam-se pseudo-hifas, hifas e blastoconidios,
aléem da formagdo da matriz extracelular. Assim, gerando uma estrutura
tridimensional (Bujdakova, 2016; Costa-Orlandi et al., 2017; Lohse et al., 2017;
Cavalheiro e Teixeira, 2018). Cabe ressaltar que substancias poliméricas
extracelulares sdo produzidas e secretadas apOs a organizacdo das células,
formando uma matriz extracelular composta de polissacarideos, carboidratos,
proteinas, acido desoxirribonucleico (do inglés DNA) e producdo de moléculas

de sinalizacdo (Bujdakova, 2016; Cavalheiro e Teixeira, 2018).
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Fase final ou maturacdo: o biofilme encontra-se em uma estrutura
tridimensional, com camadas celulares circundadas por matriz extracelular.
Entdo, entra em um processo de maturacdo, onde é desenvolvida a organizacdo
final para manutencdo da estrutura. Ocorre o0 espessamento da matriz extracelular
(formando uma rede densa), formacgéo de canais de agua (troca de nutrientes) e
denvolvimento do sistema quérum-sensing da estrutura (Ifiigo et al., 2012;
Costa-Orlandi et al., 2017; Lohse et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018).
Dessa forma, os biofilmes maduros se apresentam como estruturas
tridimensionais altamente diferenciadas, com uma estrutura complexa, com
camadas distintas (Yousif et al., 2015; Lohse et al., 2017).

Fase de dispersdo: embora este processo venha ocorrendo ao longo da
formacéo do biofilme, o0 auge da dispersdo celular ocorre nos biofilmes maduros,
do qual séo liberadas células e fragmentos ndo aderidos, o que leva a propagacéo
da infeccéo (lIfiigo et al., 2012; Lohse et al., 2017; Cavalheiro e Teixeira, 2018).
As células e fragmentos dispersos podem se estabelecer em outros locais € iniciar

a formacéo de outro biofilme (Yousif et al., 2015).

Variaveis relacionadas ao hospedeiro, ao género e a especie do
microrganismo, bem como fatores ambientais, influenciam na formacédo de
biofilme. Causam alteragdes na formacéo e na arquitetura do biofilme e, dessa
forma, na suscetibilidade a terapia antifingica (Ramage et al., 2012; Chandra e
Mukherjee, 2015; Costa-Orlandi et al., 2017). Ha variabilidade entre espécies, as
diferencas ocorrem em termos de capacidade de formacdo de biofilme,
morfologia, arquitetura, propriedades de adesdo, caracteristicas referentes a
matriz extracelular (como a sua composicdo) e perfil de suscetibilidade
antifingica. Dessa forma, exibindo comportamentos patogénicos distintos
(Chandra e Mukherjee, 2015; De Cremer et al., 2015; Cavalheiro e Teixeira,
2018).

Ao longo dos anos, grande numero espeécies fungicas demonstrou
capacidade de formacao de biofilmes, dentra elas, espécies de fungos dos géneros

Fusarium e Candida, dentro dos quais temos as principais espécies responsaveis

94



pelas infecgoes fungicas oftalmicas (Stowik et al., 2015; Costa-Orlandi et al.,
2017; Girardot e Imbert, 2016). Aproximadamente 80% das infecches
microbianas em seres humanos tém os biofilmes como responsaveis, direta ou
indiretamente (Ramage et al., 2012; De Cremer et al., 2015). A FIGURA 9

apresenta biofilmes fungicos formados em lentes de contato.

Figura 9. Biofilmes fungicos em lente de contato: A) Aspergillus
fumigatus; B) Fusarium solani; C) Aspergillus terreus (Adaptado
de: Leite ECS, 2014).

Os biofilmes podem desempenhar um importante papel nos casos de
endoftalmite relacionada a implantes, como dispositivos de drenagem de
glaucoma, ceratoproteses (cérneas artificiais) e, possivelmente, lentes
intraoculares (LIOs) (Durand, 2017). Representam um grave problema nas
infeccdes oftalmicas, pois estdo fortemente associados a infec¢fes recalcitrantes,
uma vez que ha uma diminuicdo dramatica na suscetibilidade aos agentes
antifingicos atualmente disponiveis, que ja sdo limitados (De Cremer et al.,
2015; Fuentefria et al., 2017). Ainda, temos a questdo do diagndstico e presenca
de biofilme, que é dificil. Para isso, alguns fatores devem ser considerados, como
a presenca de sinais e sintomas clinicos de infeccao fangica, fatores de risco que
sdo predisponentes ao desenvolvimento de biofilme (como lentes de contato),

evidéncia que correlacione a infec¢cdo com o fator de risco (Ramage et al., 2014).

Ainda, a formacdo de biofilme estad fortemente associada a infecces
recalcitrantes, uma vez que demonstraram tolerancia aumentada frente ao sistema
imunoldgico do hospedeiro. Além disso, apresentam uma diminuicdo expressiva
da suscetibilidade aos agentes antifungicos atualmente disponiveis (Nett, 2014;
De Cremer et al., 2015; Fuentefria et al., 2017). Isto ocorre devido a matriz

extracelular, que possui efeito de protecdo sobre a estrutura do biofilme,
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conferindo protecdo do ambiente, resisténcia ao estresse fisico e quimico,
cooperacdo e coordenacdo metabolica. Ainda, atua como um sistema digestivo
externo e de fornecimento de nutrientes e energia as células (Ramage et al.,
2012; De Cremer et al., 2015; Fuentefria et al., 2017; Silva et al., 2017). Dessa
forma, as terapias destinadas a células planctdnicas tornam-se ineficazes frente

aos biofilmes ja estabelecidos em uma superficie (Sav et al., 2018).

As células sésseis (células do biofilme) apresentam alteracGes
funcionalmente significativas em sua expressao génica e em sua taxa de
crescimento em relacdo as células planctonicas (Ifiigo et al., 2012; Yousif et al.,
2015). Dessa forma, apresentam-se mais citotoxicas, virulentas e com maior
capacidade de adesdo as superficies, por consequente, formando novos biofilmes
(Ramage et al., 2014; Bouza et al., 2015; Lohse et al., 2017). Outra importante
vantagem das células sésseis esta associada ao fato das células planctdnicas
geralmente dependerem de mudancas genéticas irreversiveis para um fendtipo de
resisténcia. Enquanto a recalcitrancia dos biofilmes estd correlacionada a sua
presenca fisica e alta densidade celular, o que dificulta a penetracdo dos agentes
antifangicos. Isso leva a uma penetracéo irregular e selecdo de células resistentes.
A liberacdo destas células pelo biofilme pode, posteriormente, ocasionar outras
infeccOes (Perlin, 2014; Costa-Orlandi et al., 2017; Silva et al., 2017).

As células persisters representam uma pequena subpopulacdo das células
sésseis normais, de 0,01-10% da populagdo total. Sdo “variantes latentes”,
metabolicamente inativas, ou seja, em um estado espontaneo de dorméncia e nao-
divisorio, assim, com alta resisténcia aos agentes antifingicos. O tratamento
antifungico inadequado, muitas vezes, de forma repetida, elimina as células
normais, porém, as células persisters podem permanecer. Dessa forma, com a
conclusdo da terapia, pode ocorrer a restauracdo do biofilme e reinfeccOes
(Ramage et al., 2012; De Cremer et al., 2015; Costa-Orlandi et al., 2017; Capote-
Bonato et al., 2018).

A maturagéo do biofilme esta correlacionada fortemente ao descréscimo

expressivo na suscetibilidade do biofilme (Capote-Bonato et al., 2018). Isso se
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deve, em grande parte, a sua capacidade de neutralizacdo ou ligacdo aos agentes
antifingicos, assim, impedindo o acesso ao alvo, na superficie ou na célula
fangica (De Cremer et al., 2015; Costa-Orlandi et al., 2017; Silva et al., 2017;
Kernien et al., 2018). O polissacarideo extracelular -1,3-glucano, presente na
matriz extracelular, sequestra azois, atuando como um “filtro” e impedindo que
atinjam as células do biofilme, agem sobre equinocandinas, pirimidinas e
polienos. Além disso, confere espessura ao biofilme e maior protecdo (Ramage et
al., 2012; De Cremer et al., 2015; Capote-Bonato et al., 2018; Cavalheiro e
Teixeira, 2018). Ainda, impede a acdo direta do sistema imunolégico do
hospedeiro sobre as células sésseis, além de proteger de danos radioativos,

oxidativos e fisicos (De Cremer et al., 2015; Silva et al., 2017).

O grau em que a resisténcia dos biofilmes frente aos agentes antifingicos
se apresenta varia significativamente. Os biofilmes podem apresentar-se
resistentes a concentracdes até 2000 vezes acima da CIM das respectivas células
planctonicas (Nett, 2014). O reflexo na aplicacdo clinica se apresenta na dose
necessaria para tratar a infeccédo e erradicar o biofilme, uma vez que ha o risco de
exceder as concentra¢des mais altas de antimicrobiano que podem ser atingidas
terapeuticamente, representando um grande problema (Ramage et al., 2012).
Essas terapias podem apresentar alguns problemas associados, como o seu perfil
de toxicidade no paciente (Ifigo et al., 2012; Nett, 2014).

A terapia antiflngica destas infec¢cdes associadas ao biofilme apresenta-
se, geralmente, ineficaz, o que leva a complicacdes no paciente. Dessa forma,
ocasiona significativa morbidade e mortalidade, o que se correlaciona ao
expressivo aumento dos custos relacionados a este paciente (De Cremer et al.,
2015; Fuentefria et al., 2017). Logo, ocorre uma limitacdo das opcdes de
tratamento atualmente disponiveis, que ja se apresenta limitado por si s6 no caso
de infecgbes oculares, e acaba se tornando ainda mais critico, isso leva a
necessidade de novas estratégias terapéuticas e/ou compostos para o combate

dessas infeccOes (De Cremer et al., 2015).

41.14. NOVAS ESTRATEGIAS DE TRATAMENTO
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InfeccBes fungicas oculares, por si s0, ja sdo graves e complexas, visto
que o diagnostico clinico, o isolamento do patdgeno flngico e a terapéutica
efetiva sdo demasiadamente desafiadores (Stowik et al., 2015; Austin et al.,
2017). A penetracdo deficiente de drogas antifingicas no tecido ocular e a baixa
disponibilidade comercial de formulacGes de medicamentos sdo problematicas
(Stowik et al., 2015). Apesar da extensa pesquisa para o desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas antifungicas, a terapia disponivel para o tratamento
das infec¢bGes fungicas oculares sdo limitados, baseando-se em polienos e
azolicos (Vandeputte et al., 2012; Izquierdo et al., 2015; Chang et al., 2017 A;
Lakhani et al., 2019). Além disso, desde 1960, com a aprovagdo da natamicina
topica pelo FDA, nenhum outro farmaco especifico para infec¢bes fangicas

oftalmicas foi aprovado (Lakhani et al., 2019).

A introducdo de novos agentes antifungicos e/ou de novas estratégias
terapéuticas esta relacionada a notaveis dificuldades. No entanto, o
desenvolvimento de novas abordagens para subjugar algumas questdes
associadas as terapias atuais torna-se necessario. Questdes significativas como o
perfil de toxicidade, vias restritas de administracdo, biodisponibilidade baixa nos
locais-alvo, formacdo de biofilmes e questbes proprias do paciente sdo
desafiadoras neste processo (Fuentefria et al., 2017; Gonzélez-Lara et al., 2017).
Outro ponto muito importante sdo as mudancas que vém ocorrendo ha
epidemiologia das espécies, que, devido as suscetibilidades diferenciais,
suscitardo em alteracdes nas recomendacOes de tratamento. Dessa forma,
determinando a necessidade fundamental de novos agentes antiflngicos,
principalmente com novos mecanismos de acdo. Logo, novas abordagens séo
importantes para inovacdo da terapia das infeccdes, especialmente aquelas

persistentes (Pappas et al., 2018).
41.1.4.1. NOVOS COMPOSTOS

A pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antiflngicos séo
necessarios e urgentes, objetivando superar os desafios associados as terapias

antifingicas atualmente disponiveis (Kathiravan et al., 2012; Gonzalez-Lara et
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al., 2017). Além disso, 0 aumento crescente de microrganismos resistentes frente
aos agentes antifungicos atualmente disponiveis, muitas vezes relacionados a
formacdo de biofilme, bem como a emergéncia de novos patdgenos, torna
necessario projetar continuamente novos agentes antifingicos (Ajani et al.,
2016). A identificacdo de compostos com atividade antifungica e frente ao
biofilme, que sejam eficazes, inclusive sobre as células persisters, com acéo
isolada ou em associa¢do aos antifngicos convencionais ou que facilite a acdo

do sistema imunoldgico, € muito importante (Nett, 2014).

Neste campo, a pesquisa atual, além dos farmacos e classes ja
disponiveis, também foca-se no rastreamento de quimiotecas existentes,
medicamentos ja aprovados ndo patenteados e sintese racional de novos
compostos, procurando por candidatos a novos agentes antifungicos (Bujdakova,
2016). O desenvolvimento continuo de novos agentes antifungicos é importante,
principalmente estruturas quimicamente diversificadas em termos de
substituicbes, como os esqueletos heterociclicos. Tanto para a continuidade da
pesquisa da atividade biologica geral como especifica, com foco em pontos

criticos, como as infec¢des de dificil tratamento (Ajani et al., 2016).

Desta maneira, a 8-HQ e seus derivados representam alternativas
importantes, uma vez que possuem uma gama de funcGes bioldgicas, dentre elas,
a atividade antiflngica (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016). A
variabilidade ampla de possiveis modificacGes, em vérias posi¢es da molécula
de 8-HQ provou que esta estrutura é de grande valor em muitos compostos
biologicamente ativos e em farmacos comercializados, um exemplo bem

conhecido é o clioquinol (Oliveri e Vecchio, 2016).
4.1.1.4.1.1. DERIVADOS DE 8-HIDROXIQUINOLINA

A 8-HQ (oxinas, 8-quinolindis, 8-HQs) possuem um anel heterociclico
de seis membros fundido a um anel benzénico com uma hidroxila no carbono 8
(Sashidhara et al. 2009; Prachayasittikul et al., 2013; Kadri et al., 2014; Oliveri e
Vecchio, 2016). As 8-hidroxiquinolinas e seus derivados sd&o uma subclasse de

quinolinas (FIGURA 10) Tém sido utilizadas na agricultura, como fungicida, e
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nas industrias téxtil, madeireira e de papel, como conservante (Prachayasittikul et
al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016).

OH

/
/

A B

Figura 10. Representacdo da estrutura quimica:
A) nucleo quinolinico; B) 8-hidroxiquinolina
(Fonte: Autora).

Estas moléculas possuem capacidade de quelar ions metalicos,
demonstrando preferéncia por Cu?* e Zn**, conforme tendéncia: Mn** < Co?* <
Ni?* < Cu?* > Zn*". Em virtude de que fons metélicos apresentam funcdo muito
importante nos processos bioldgicos e que a sua homeostase é necessaria na
manutencdo do equilibrio, a quelacdo, entre varios fatores, € importante para a
atividade farmacoldgica (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016).
Logo, como resultado, esta subclasse possui uma grande variedade de fungdes
bioldgicas (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016). Além do
mais, uma grande vantagem das 8-HQs, é a variabilidade de modificacGes
possiveis. Mesmo o grupo hidroxila pode ser facilmente alquilado ou acilado,
bem como é fortemente ativador de substituintes orto/para, entéo, as posicdes 5 e
7 podem ser facilmente funcionalizadas (Oliveri e Vecchio, 2016). Dessa forma,
sdo candidatos promissores a serem otimizados, de maneira a potencializar suas
atividades, melhorar o perfil de toxicidade e o espectro de atividade bioldgica,
inclusive de microrganismos (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio,
2016).

Nas ultimas décadas, houve um crescimento exponencial do interesse em
8-HQs e seus derivados como base de pesquisa para novos candidatos a
farmacos, devido a sua variada gama de atividades bioldgicas, como

antibacterianos, antimalaricos, neuroprotecao, efeitos anticancerigenos, anti-HIV
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e antifangicos (Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016; Pippi et al.,
2017). Dentro da atividade antimicrobiana, derivados 8-HQs demonstraram
exercer atividade contra uma variedade de microrganismos tais como
Mycobacterium tuberculosis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus (incluindo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, do inglés MRSA), Streptococcus
mutans, Candida albicans e ndo-albicans, Plasmodium falciparum e Toxoplasma
gondii, além de espécies de fungos dermatofiticos (Prachayasittikul et al., 2013;
Pippi et al., 2017).

Ainda, ha inameros derivados desta molécula depositados em patente
no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI - numero do registro:
BR1020170146740), cujo potencial antifungico se mostra promissor (Joaquim et
al., 2019). Neste contexto, uma série de trabalhos visando a obtencdo de novos
derivados de 8-HQ, seus perfis de atividade antifungica, toxicidade e mecanismo
de acdo sdo encontrados na literatura. Estes derivados apresentam atividade
antifingica frente a inimeras cepas de Candida spp. e de fungos dermatofiticos
dos géneros Trichophyton e Microsporum, bem como niveis variados de
atividade sobre biofilmes de Candida spp. (Pippi et al., 2017; Joaquim et al.,
2019; Pippi et al., 2018; Pippi et al., 2021; Reginatto et al., 2022). Ainda, seu
mecanismo de acdo foi parcialmente descrito e também sdo apresentados estudos
que demonstraram que alguns destes derivados apresentam a possibilidade de uso
por via oral em infecgBes sistémicas por Candida spp. (Prachayasittikul et al.,
2013; Oliveri e Vecchio, 2016; Joaquim et al., 2019; Pippi et al., 2019; Pippi et
al., 2021).

O derivado de 8-HQ, 8-hidroxiquinolina-5-(N-4-clorofenil)sulfonamida,
denominado por PH151, se encontra no deposito de patente apresentado acima e
ja foi parcialmente caracterizado (FIGURA 11). Joaquim et al. (2019)
demonstraram que este composto possui acdo em fungos leveduriformes do
género Candida e fungos dermatofitos. No entanto, 0 mecanismo de acdo deste
composto ainda ndo foi totalmente elucidado. Ramagem et al. (2007)
demonstraram, utilizando o ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) que possui
capacidade quelante de ions, uma acdo sobre a formacdo de hifas por Candida
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albicans, na qual ocorreu a inibicdo da formacdo das mesmas. Tendo o
conhecimento da capacidade de quelante de ions metalicos que derivados de 8-
HQ apresentam, Pippi et al. (2018) confirmaram o potencial de inibicdo da
formacdo de pseudo-hifas em espécies de Candida pelo composto PH151
(Prachayasittikul et al., 2013; Oliveri e Vecchio, 2016). Ainda, foi possivel
obervar uma acdo parcial na parede celular do fungo (Pippi et al. dados nao
publicados). Pippi et al. (2021) também avaliaram o perfil de toxicidade do
composto PH151 através de modelos alternativos. O composto demonstrou baixa
toxicidade em modelos de moscas Drosophila melanogaster e em embrides de
galinha (Pippi et al., 2021). Ainda, Joaquim et al. (2019) avaliaram a
citotoxicidade do composto PH151 em linhagem celular derivada do rim do
macaco verde africano (células VERO), com resultados positivos, indicando
baixa citotoxicidade, além de demonstrar baixa toxicidade topica no teste da

orelha suina e perfil ndo irritante no teste ( do inglés HET-CAM).

Ainda seguindo a linha de uso de derivados de 8-HQ, temos a opgéo de
reposicionamento de farmacos, que representa uma opcdo potencialmente agil e
menos custosa em relagdo ao desenvolvimento e sintese de novos compostos.
Isso se deve ao fato de que neste caso a molécula ja foi utilizada anteriormente
ou ainda é utilizada para outros fins, dessa forma, ja possui estudos anteriores
(Chang et al., 2017 A; Fuentefria et al., 2017). Neste sentido, por meio da
tecnologia farmacéutica, a pesquisa e o desenvolvimento de novas formulagdes
antifingicas pode representar uma abordagem idealmente promissora,
possibilitando a reutilizacdo de farmacos, superando ou simplesmente
amenizando algumas de suas deficiéncias (Chang et al., 2017; Fuentefria et al.,
2017).

Um exemplo bem conhecido € o clioguinol, um derivado halogenado de
8-HQ, o 5-cloro-7-iodo-quinolin-8-ol (FIGURA 11) (Mao e Schimmera, 2008;
Oliveri e Vecchio, 2016). Entre as décadas de 50 e 70, o clioquinol foi usado
como agente antiparasitario oral no tratamento da amebiase intestinal, com
mecanismo de acdo desconhecido (Mao e Schimmera, 2008). No entanto, houve
relatos de neurotoxicidade (neuropatia mielo-Optica subaguda - SMON) em
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pacientes japoneses, afetando, supostamente, cerca de 10.000 pessoas na década
de 1970. Devido a isso, a formulacéo oral foi retirada do mercado. Formulagdes
topicas ainda estdo disponiveis para o tratamento de infec¢bes flngicas e

parasitarias (Mao e Schimmera, 2008; Bareggi e Cornelli, 2010).

Na atualidade, ainda ndo ha um convencimento desta associagdo entre
clioquinol e SMON, uma vez que é extremamente rara fora do Japdo. Dessa
forma, existem suposicdes e hipoteses na tentativa de explicar este fato, dentre
elas a relacdo dos efeitos neurotoxicos a deficiéncia de vitamina B12 e a redugéo
de sua absorcéo pelo clioquinol, na qual a suplementacdo concomitante poderia
resolver. Outras hipoteses a associam ao tipo de formulacgéo utilizada no Japao ou
a suscetibilidade genética da populacdo em questdo (Mao e Schimmera, 2008;
Bareggi e Cornelli, 2010).

Sua acdo biologica inclui atividade antifingica, amplamente estudada,
com um espectro de acdo amplo, incluindo espécies dos géneros Candida (C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata), Microsporum
(M. canis e M. gypseum, hoje renomeado como Nannizzia gypsea) e
Trichophyton (T. mentagrophytes e T. rubrum) (Pippi et al., 2017; da Costa et al.,
2020). Ao longo dos ultimos anos, dada a sua eficacia, estudos envolvendo o
clioquinol vém crescendo, assim como de novos compostos derivados, com um

perfil toxicoldgico aprimorado (Bareggi e Cornelli, 2010).
(o]
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Figura 11. Representacdo da estrutura
quimica  dos  derivados de 8-
hidroxiquinolina: A) clioquinol e B)
PH151 (Fonte: Autora).
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4.1.1.4.2. ASSOCIACOES

No entanto, a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos consiste
em um processo elaborado, exige um periodo grande de tempo e alto custo.
Devido, em grande parte, aos pré-requisitos exigidos para aprovacdo (De Cremer
et al., 2015). Portanto, torna-se necessario a pesquisa e desenvolvimento de
novas abordagens. Como alternativa ao processo de desenvolvimento de novos
farmacos, tém-se utilizado a estratégia de associagdo de compostos. Esta op¢do
inclui inimeros beneficios potenciais: combinacdo de diferentes mecanismos de
acdo, que, atuando juntos, ttém sua acdo ampliada sobre as células fdngicas;
possibilita ampliar o0 espectro de acdo; permite 0 uso de doses menores
minimizando a toxicidade; reducdo dos microrganismos resistentes; reducao de
custos da terapia e permite a reutilizagdo/reposicionamento de compostos (Cui et
al., 2015; Robbins et al., 2016; Fuentefria et al., 2017).

O principal objetivo da associacdo entre dois ou mais compostos é a
obtencdo de um efeito de acdo sinérgica. O sinergismo ocorre quando a
associacdo demonstra um efeito de acdo maior do que a soma de seus efeitos
isolados. Embora nem sempre considerado na literatura, hé a possibilidade de um
efeito aditivo entre os compostos associados, isso ocorre quando a soma da acao
dos compostos isolados € igual a acdo deles em combinacdo (Oliveira, 1986; De
Cremer et al., 2015). Ainda, os compostos associados podem agir maneira
independente entre si (efeito de associacdo indiferente), ou seja, ndo ha
interferéncia de um sobre a acdo do outro, em nenhum aspecto. Contudo, a
associacdo entre os compostos pode apresentar efeito antagbnico, que ocorre
quando a atividade em associacdo é menor que o efeito de cada composto
isolado. Pode ser observado quando se combinam dois compostos que competem

pelo mesmo alvo de acdo (Oliveira, 1986).

A identifcicacdo de interacbes sinérgicas pode ser feita através da
triagem em colecbes de compostos, buscando mecanismos de acéo
complementares, parcial ou totalmente conhecidos, e que aumentem a eficacia

das terapias antifungicas ja disponiveis. Efeito de associacao sinérgico pode ser
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observado mesmo em associacBes de agentes antifungicos com compostos, a
principio, sem atividade antifingica (Cui et al., 2015; Robbins et al., 2016).
Existem alguns estudos in vitro que fornecem evidéncias de um efeito sinérgico
entre antifungicos, inclusive associados a agentes que ndo possuem acao
antifangica, contra fungos isolados de pacientes com infec¢do ocular (Mahmoudi
et al., 2018). Encontram-se disponiveis para pesquisa colecdes de moléculas
aprovadas pelo FDA, neste grupo encontram-se farmacos ja comercializados,
com ou sem patente, com as mais diversas atividades bioldgicas (De Cremer et
al., 2015).

A estratégia de associacdo € muito importante, principalmente quando ha
uma limitada eficacia da monoterapia, como no caso das infec¢des envolvendo
biofilme, que possuem alta recalcitrancia (Nett, 2014; Robbins et al., 2016;
Fuentefria et al., 2017). Além disso, a selecdo cuidadosa e estratégica da
associacdo pode neutralizar a resisténcia, até mesmo reverté-la, através de um
processo denominado inversdo de selecdo (Calderone et al., 2014; Robbins et al.,
2016).

A diversidade da etiologia fungica e superacdo dos desafios associados
ao desenvolvimento de resisténcia e potencial recaida terapéutica associada a
monoterapia em infec¢bes oftalmicas, parece ter como alternativa a combinacéo
de terapias. A combinacdo € relatada, pelo menos em casos especificos, com
melhor eficadcia em comparacdo com a monoterapia e a determinacdo in vitro
destas interagOes parece informativa (Mahmoudi et al., 2018; Lakhani et al.,
2019). Assim, a terapia associada antifungica é geralmente iniciada a fim de
sobrepor os desafios da monoterapia (Mahmoudi et al., 2018; Lakhani et al.,
2019). No entanto, os dados clinicos ainda permanecem escassos a este respeito,
devido a rapida substituicdo e/ou substituicdo de 1 medicamento antifingico para
outro em casos de desenvolvimento de resisténcia e/ou recaida em infeccGes
fangicas oculares (Lakhani et al., 2019). A associacdo de terapias para aumentar
a eficacia do agente antifingico através da administragcdo simultanea também
requer um estudo cuidadoso, uma vez que ha o risco de antagonismo nesta
associacdo (Thomas, 2003 B). Além disso, embora a evidéncia clinica para a
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superioridade da terapia associada frente a monoterapia esteja disponivel, €
importante ressaltar que a eficacia de diferentes associacdes pode ser diferente
para cada paciente/fungo (Mahmoudi et al., 2018). Em casos de ceratites
fangicas clinicamente resistentes, bem como em casos por patdgenos incomuns,
a determinacdo in vitro do perfil de suscetibilidade ou da eficcia das associa¢des

pode fornecer dados Uteis de grande relevancia (Mahmoudi et al., 2018).

Além disso, nos ultimos anos, 0s pesquisadores se concentraram no
estudo de associacBes in vitro de agentes antifungicos para encontrar as
associacOes Uteis em casos relacionados a fungos resistentes (Mahmoudi et al.,
2018). In vitro, as associagdes demonstraram bons resultados (Lakhani et al.,
2019). A atividade seletiva dos antifungicos polienos e azois é um dos principais
desafios associados a sua monoterapia (Lakhani et al., 2019). Dessa forma, tem-
se usado associacBes na pratica clinica. A natamicina tem sido usada em
associacdo com outras opcOes de tratamento na terapia de esclerite, conjuntivite e
endoftalmite fungicas (Kaur e Kakkar, 2010). No tratamento de ceratite fungica
complicada, um regime de combinacao de agentes antifingicos € iniciado usando
natamicina concomitantemente com miconazol, itraconazol, cetoconazol ou
fluconazol (usados off-label) (Lakhani et al., 2019).

4.1.15. NOVAS ESTRATEGIAS PREVENTIVAS DE
INFECCAO

Além das estratégias de tratamento curativo, temos a questdo das
estratégias preventivas que também sdo muito importantes, visto a gravidade que
estas infecgbes podem apresentar. Os fungos sdo responsaveis por até 50% dos
casos de ceratite ulcerativa, a qual esta associada a inumeros fatores de risco,
dentre os quais, inclui-se cirurgia ocular, como a ceratoplastia (Stowik et al.,
2015). Ao longo da ultima década, houve aumento no nimero de procedimentos
realizados, com projec¢des futuras de continuidade desse aumento. Estima-se o
envelhecimento da populacdo e um resultado direto desse crescimento sera o
aumento dos procedimentos de transplante de cornea (Kiatos et al., 2017). O

transplante de cdérnea € o transplante mais realizado no Brasil e em ndmeros, 0s
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dados tornam-se ainda mais significativos. Segundo a ABTO, entre janeiro e
marco de 2023 foram realizados 3673 transplantes de cornea no Brasil, em
setembro de 2023 a fila de espera chega a 22757 pacientes ativos (Registro
Brasileiro de Transplantes). Enquanto em 2019, entre janeiro e setembro de 2018
foram realizados 11321 transplantes de cornea e, neste periodo, 12207 pessoas

ingressaram na lista de espera pela cirurgia (Registro Brasileiro de Transplantes).

Como em todos os tipos de cirurgia, existe o risco de complicagdes
decorrentes de um transplante de cdérnea. Estes podem incluir a rejeicdo da nova
cérnea pelo corpo, problemas de visdo e o risco de infeccdo pos-transplante
(nhs.uk). Embora o transplante de cornea seja um procedimento altamente bem
sucedido e, ainda que incomum, a ceratite infecciosa € uma complicacdo muito
séria, que pode evoluir, ocasionando o acometimento de toda estrutura ocular
(endoftalmite), comprometendo seriamente a visdao do paciente (Davila e Mian,
2016). Os fatores de risco relacionados a complicagéo infecciosa pos-transplante
podem estar associados ao receptor (uso de corticoides, lentes de contato, olho
seco, cicatrizes nas mucosas), a técnica cirdrgica (ceratoplastia lamelar ou
ceratoplastia penetrante tradicional) ou ao tecido do doador (Davila e Mian,
2016). O fator de risco mais importante é o tecido doador contaminado, que se
encontra associado ao método de conservacdo do material e o tempo decorrido
entre 0 Obito do doador e a remocdo para condicionamento em meio de
preservacdo (Davila e Mian, 2016). Medidas preventivas, como a vigilancia da
aquisicdo, o processamento e o armazenamento do tecido da cornea sdo vitais
(Davila e Mian, 2016).

4.1.15.1. TRANSPLANTE DE CORNEA E METODOS DE
PRESERVACAO

Um transplante de cornea (ceratoplastia) € uma operagdo para remover
toda ou parte de uma cdrnea danificada e substitui-la por tecido doador saudavel
(nhs.uk). O transplante de cdrnea ou ceratoplastia & o transplante mais
comumente realizado em todo o mundo (Singh et al.,, 2019). O primeiro

transplante de cérnea foi realizado em 1886, substituindo a cornea doente
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humana pela cornea de coelho (Singh et al., 2019). O primeiro transplante de
espessura total de cornea humana bem sucedido foi realizado em 1905. O doador
era um menino de 11 anos, submetido a uma enucleacdo terapéutica. O tecido foi
mantido em soro fisiolégico morno e a operacdo de transplante iniciada em
seguida (Armitage, 2011). Foi a partir da década de 1930 que coOrneas de
doadores humanos falecidos passaram a ser utilizadas, com remocao do globo
ocular e armazenamento em potes de vidro (cAmaras umidas) no gelo por varios
dias. Dessa forma, estabeleceu-se o primeiro banco de olhos do mundo, na
década de 1940 em Nova York. A partir de entdo, houveram inimeros avangos
nas técnicas de remocao e preservacdo da cdrnea, bem como o incentivo a
doacdo, resultando em aproximadamente 40.000 transplantes de cornea por ano
no EUA (Armitage, 2011). Desde entdo, o transplante cérnea evoluiu, com
técnicas de substituicdo da cdrnea de espessura total ou a substituicdo apenas de
camadas da cornea com injuria tecidual. O banco de olhos desempenha um papel
importante em todo o processo de recuperagdo, armazenamento e transplante
(Singh et al., 2019).

A cornea usada em um transplante é removida do olho saudavel de uma
pessoa que morreu e doou sua cérnea. As corneas sdo rigorosamente verificadas
quanto a doencas e infeccdes antes de serem transplantadas (nhs.uk). Ha critérios
de qualidade e seguranca de aloenxertos de tecido definidos por agéncias
reguladoras. Os critérios de selecdo para doadores de cdrnea sdo até certo ponto
menos restritivos do que para os tecidos vascularizados, no entanto, também
visam minimizar o risco de transmissdo de doencas dos doadores para 0S
receptores da cornea. Além disso, a qualidade deste tecido é importante, uma vez
que a maioria dos transplantes de cornea requer enxertos com endotélio viavel
(Armitage, 2011).

O tipo de transplante de cérnea dependera de qual parte da cornea esta
danificada ou de quanto da cornea precisa ser substituida. A maioria dos
transplantes de cornea faz a sustituicdo de toda a espessura da cornea. Contudo,
em alguns casos é possivel realizar o transplante de apenas uma parte da cornea
(nhs.uk). A substituicdo seletiva de apenas uma parte da cOrnea que esta
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comprometida tem muitas vantagens em termos de menos complicacGes
intraoperatorias, mantém a integridade do globo ocular e menores chances de

rejeicdo do tecido transplantado no pos-operatério (Singh et al., 2019).

Ceratoplastia penetrante - € o transplante de espessura total. Neste
procedimento, h4 a remocdo de toda a cornea comprometida no centro do olho, é
realizado um recorte circular, que sera substituido pelo tecido corneano do
doador. Este tecido mantém-se no local pela realizacdo de suturas, formando um
aspecto de “estrela” nas bordas deste tecido (nhs.uk). J& o trasnplante de
espessura parcial, permite a substituicdo apenas das partes da cornea com indria
tecidual. O tempo de recuperacdo € mais rapido e ha menor risco de
complicacdes (nhs.uk). Ainda, de acordo com a porc¢éo a ser transplantada, ha a
classificacdo deste procedimento, em relagdo ao transplante da porcéo frontal da

cdrnea, dentre as principais técnicas (nhs.uk; Singh et al., 2019):

Ceratoplastia Lamelar Anterior - remove e substitui apenas as camadas
externas (frontais) da cornea. O tecido saudavel de um doador substitui a porcéo
removida e, assim como ocorre com uma ceratoplastia penetrante, suturas séo
usadas para fixar o tecido doado no lugar (nhs.uk; Singh et al., 2019): i)
ceratoplastia lamelar anterior superficial substitui apenas as camadas frontais da
cornea, deixando intacto o estroma e o endotélio saudaveis (nhs.uk; Singh et al.,
2019); ii) ceratoplastia lamelar anterior profunda remove e substitui as camadas
externa e media da cornea, deixando as camadas internas intactas (nhs.uk; Singh
etal., 2019).

Ceratoplastia endotelial - procedimentos que substituem o tecido
danificado das camadas posteriores da cornea, incluindo o endotélio e a
membrana de Descemet (nhs.uk; Singh et al., 2019): i) ceratoplastia endotelial de
Descemet — substitui o revestimento interno da cornea juntamente com cerca de
20% do estroma, usa o tecido doador para substituir cerca de um terco da cornea
(nhs.uk; Singh et al., 2019); ii) ceratoplastia endotelial da membrana de
Descemet — substitui apenas a camada interna de células da cérnea, usa uma

camada muito mais fina de tecido doador, extremamente fino e fragil. O tecido
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doado é mantido no lugar usando uma bolha de ar temporaria (nhs.uk; Singh et
al., 2019).

Ceratoplastia Lamelar Posterior - substitui o endotélio e trata as
condigdes em que apenas o endotélio (camada mais posterior da cornea) estd com
injaria, o restante da cornea ndo é afetado (Singh et al., 2019). Ainda, varios
avancos nas técnicas evoluiram que ajudam a melhorar os resultados da
ceratoplastia, dos quais a tomografia de coeréncia dptica intraoperatoria e o laser
de femtossegundo sdo os mais importantes, além dos avancos em bioengenharia
(Singh et al., 2019).

A integridade do epitélio corneano doador é essencial para a
sobrevivéncia do enxerto apds a ceratoplastia penetrante (Greenbaum et al.,
2004). Dessa forma, muita atencdo deve ser dada ao seu destino durante seu
armazenamento para transplante (Greenbaum et al.,, 2004). Existem trés
abordagens principais para a preservacdo e realizagdo do armazenamento do
tecido corneano contendo celulas vivas: cultura, hipotermia e criopreservagédo
(Armitage, 2011).

As técnicas de criopreservacdo da cdrnea foram desenvolvidas e
aplicadas clinicamente na década de 60. Oferece a perspectiva de tempo de
armazenamento ilimitado, porém a complexidade e o potencial de dano ao
endotélio levam a uma baixa utilizacdo na rotina de bancos de olhos (Armitage,
2011). Embora permita manter o tecido vivo por um periodo muito longo, € uma
técnica que exige profissionais altamente treinados e em uma logistica finamente
organizada, além de ser laborioso. Alguns bancos de olhos a utilizaram com
sucesso até o final da década de 1980, com a generalizagcdo do uso de meios de

armazenamento de médio prazo (Faria e Sousa e Barretto, 2017).

A cultura de 6rgéos foi introduzida em meados de 1980, no Reino Unido,
e ocasionou grande impacto na logistica de fornecimento de cdrneas para
hospitais de todo o pais. Esta técnica permitiu que o tempo de armazenamento de
apenas dois a quatro dias (olhos ou corneas em meio M-K) pudesse se estender a

até quatro semanas (Armitage, 2011). Nesta técnica, o botdo corneocleral é
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armazenado em meio liquido durante quatro semanas, em temperaturas de 31°C a
37°C ou mesmo temperatura ambiente (Faria e Sousa e Barretto, 2017). Possui a
vantagem de aumentar a chance de deteccdo de bactérias e fungos, agentes
potenciais de infeccBes, além disso, ha o aumento da eficacia dos antibacterianos
presentes no meio de cultura devido a temperatura de armazenamento. Ainda, é
realizada a analise de uma amostra apds sete dias, com 0 objetivo de detectar
fungos e bactérias, bem como uma triagem microbiol6gica adicional pouco antes
da emissdo do tecido para o transplante (Armitage, 2011). Outra vantagem é a
retencdo da capacidade de cicatrizacdo in vitro da camada endotelial, por
hipertrofia celular e deslizamento, além da possibilidade de revigorar o endotélio
da cornea (Faria e Sousa e Barretto, 2017). Em contrapartida, consome mais
tempo e é mais laboriosa em relacdo ao armazenamento a frio, ainda, necessita de
uma técnica invasiva para analise endotelial (Faria e Sousa e Barretto, 2017). Ha
perda de células pela ocorréncia de apoptose tecidual, que parece afetar mais as
células epiteliais do que as endoteliais (Armitage, 2011). Ainda possuem a
problematica de que as celulas endoteliais tendem a consumir os agentes
hiperosméticos, eventualmente se tornando toxicos para o tecido. No entanto, a
auséncia destes componentes, que acabam nao sendo utilizados periodicamente, €
que as corneas preservadas adquirem duas vezes a espessura normal. Como
forma de contrabalancar, o botdo corneocleral € mergulhado em um meio de
transporte suplementado com dextrano 4-8% imediatamente antes de seu envio
para o procedimento. Logo, ha a dependéncia de um meio de transporte (Faria e
Sousa e Barretto, 2017). Assim, 0 custo tende a ser maior com necessidade de
estrutura e profissionais altamente especializados (Faria e Sousa e Barretto,
2017). O uso de cultura de 6rgdos a 28-37 °C para armazenamento de corneas na
maioria dos bancos de olhos europeus ocorre devido ao tempo de armazenamento

quando comparado ao armazenamento hipotérmico (Armitage, 2011).

Os bancos de olhos na Ameérica do Norte usam, principalmente,
armazenamento hipotérmico devido a sua percepcdo de simplicidade e eficacia
(Armitage, 2011). O armazenamento hipotérmico (2-8 °C) é o método mais

amplamente utilizado mundialmente. A baixa temperatura reduz o metabolismo
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celular, dessa forma, a demanda por energia, ainda assim, o frio ocasiona efeitos
deletérios nas células. O armazenamento hipotérmico tornou-se 0 método de
escolha na década de 1970, quando houve a introducdo do meio de preservagédo
McCarey-Kaufman (meio M-K), um meio de cultura de tecidos 199 (M-199)
contendo 5% de dextrano, sulfato de condroitina, precursores de ATP, penicilina
e estreptomicina. Este meio permitiu o armazenamento do tecido a 4 °C por
quatro dias, 0 que ocasionou um grande impacto na logistica dos transplantes
(Armitage, 2011; Faria e Sousa e Barretto, 2017). O desenvolvimento de
solugdes como Optisol-GS estendeu ainda mais os tempos de armazenamento
hipotérmicos, sendo amplamente utilizado em bancos de olhos dos EUA
(Armitage, 2011). Se destaca por seu uso generalizado, preservando as corneas
por até 14 dias a 4°C, boa preservacdo da morfologia celular e manutencdo da
espessura original da cornea (Faria e Sousa e Barretto, 2017). Embora as
formulacgdes destes produtos seja geralmente protegida por segredos industriais,
de acordo com Faria e Sousa e Barretto (2017) os constituintes basicos dos meios

de armazenamento liquidos para preservacédo a frio sdo 0s seguintes:

e meio de cultura de células, que sdo solucdes salinas balanceadas
com nutrientes celulares, aminoacidos, vitaminas, carboidratos e cofatores,
componentes que mantém a vitalidade das células e tecidos. Dentre 0s mais
utilizados temos TC-199, MEM ou a combinagdo de ambos com a solugdo de

Earle;

e solucdo tampdo, que sdo solucdes aquosas de &cidos fracos com
suas bases conjugadas, que mantém o pH em torno de 7,4. Os mais populares em

bancos de olhos sdo o tampé&o de bicarbonato e o HEPES;

e  agentes hiperosmoticos, que reduzem o edema do tecido associado
a preservacdo do meio liquido. E uma consequéncia direta do declinio geral da
atividade metabolica celular corneana pos-morte, particularmente celulas
endoteliais. Os agentes hiperosmaticos utilizados na preservacdo a frio sdo o
sulfato de condroitina, que tem o efeito adicional de proteger as células

endoteliais, quando em baixa temperatura e concentracdo certa, e o0 dextrano,
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mais eficiente apesar de ser mais toxico para o endotélio em concentracdes iguais
ou superiores a 5%. Os meios de armazenamento mais atuais utilizam a
associacdo de ambos em concentragcdes menores do que a concentracdo de uso
individual, de forma a promover a desidratacdo satisfatoria e segura para o

endotélio;

e indicador de pH, o mais utilizado é o vermelho fenol, que da ao
meio uma coloracdo rosada em pH 7,4. Quando acima deste valor, torna-se
vermelho e abaixo dele, amarelo. Quando amarelo, sugere contaminagdo

microbiana do meio;

e  antibacterianos, sdo a defesa final contra a colonizagdo bacteriana
no botdo corneoescleral. Inicialmente era usada a penicilina com estreptomicina.
Atualmente usa-se gentamicina com estreptomicina, com dose usual de 80-100

pg/mkL;

e aditivos, sdo substancias adicionadas ao meio liquido objetivando
contrabalancar efeitos deletérios provenientes da temperatura fria e do tempo de
preservacdo. Aqui sdo inclusos: antioxidantes, como glutationa; estabilizadores
de colégenio, tais como L-hidroxiprolina; precursores de adenosina trifosfato (do
inglés ATP), como adenina, adenosina e inosina; fontes de energia, como o
piruvato de sédio; vitaminas como éacido ascérbico, calciferol, niacina; e

micronutrientes.

Trés questdes sdo relevantes na escolha do meio: disponibilidade local,
custo e periodo de armazenamento (Faria e Sousa e Barretto, 2017). Atualmente,
no Brasil, sdo utilizados dois meios de preservacdo hipotérmicos: Optisol-GS®
(Bausch+Lomb, Rochester, Nova lorque, EUA) (contendo gentamicina-
estreptomicina) e o Eusol-C® (AL.CHI.MILA. Srl, Ponte San Nicold, Padova,
Italia) (contendo gentamicina), ambos importados. Sdo usados, por até 14 dias,
para manter a viabilidade endotelial da coOrnea, espessura, transparéncia do
enxerto e acuidade visual pos-transplante. A presenca dos antibacterianos € usada
para prevencdo de complicacOes bacterianas pos-transplante, no entanto, ndo ha

adicdo de antifangicos (Pereira, 2011). Embora sejam seguidas inumeras
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legislacOes e protocolos rigorosos para selecdo de doadores e para remocao do
tecido corneano, com uso de colirios antimicrobianos, patdégenos bacterianos
ainda sdo associados a esta fonte de infeccdo. No entanto, estudos acerca destes
meios constataram que a maior parte da contaminagédo presente é fungica (62%)
(Arbelaez et al., 2015; Davila e Mian, 2016) (FIGURA 12).

Diante destes dados, a problematica acerca de contaminagdes fungicas
em tecidos oculares se extende além das complicacBes pos-operatorias. E de
extrema relevancia que se considerade o fato de que as contaminagdes
microbiologicas podem levar ao descarte do tecido corneano, impactando na
disponibilidade de tecido e assim na fila de espera para trasnplante. Em 2016 a
estimativa mundial de transplantes de cdrneas era de que a cada cornea captada
haviam 70 pacientes em fila de espera, 0 que se agravaou a partir da pandemia de
Covid-19, pela dificuldade de compra dos insumos necessarios em todo este
processo, mas principalmente em relacdo a disponibilidade de tecido (Gain et al.,
2016; Rodella et al., 2022). Outra questdo de suma relevancia que sofre grande
influéncia das contaminagdes microbiologicas no tecido doador € o impacto
financeiro (Krajina et al., 2022; Pregdo N° 00010/2023). Sem considerar 0s
dados acerca de deslocamento de equipe e insumos necessarios para captacdo do
tecido, apenas considerando o custo referente ao meio de preservacdo utilizado,
podemos ter uma dimensao inicial dos custos envolvidos. Um frasco de meio de
preservacdo Optisol-GS® é comprado pelos centros de servico de oftalmologia
por um valor de cerca de R$ 1250,00, j&4 0 meio Eusol-C® é adquirido por um
valor de cerca de R$ 890,00 (Pregdo N° 00010/2023). Desta forma, ha a
necessidade do desenvolvimento de um meio de preservacdo gque seja atoxico e
ndo irritante para a mucosa ocular, com espectro de a¢do antimicrobiano mais
amplo em relagdo aos convencionais (incluindo patdégenos fungicos) a fim de

mitigar estes problemas.
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=3 V.
Figura 12. Halos corneo-esclerais em meio de preservacéo
apresentando crescimento fungico (Fonte: Autora).

4.1.2. COVID-19 E TRANSPLANTES DE CORNEA

A pandemia sem precedentes de Covid-19, vivida a partir de 2020,
testemunhou a suspensao dos procedimentos de remocédo de cornea do doador. O
impacto desta acdo tem como provavel desfecho um aumento na lacuna existente
entre a demanda e a oferta de cornea, de forma global e imprevisivel (Chaurasia
et al., 2020). Nesta nova fase do mundo poOs-Covid-19, € necessario o
planejamento e implementacdo de estratégias que visem evitar uma crise de
escassez de corneas, uma vez que alguns casos exijam o procedimento em curto
prazo (Chaurasia et al., 2020). Logo, a ado¢do de métodos de preservacdo de
longo prazo devem ser considerados pelos bancos de olhos, a nivel mundial,
como forma de gerenciar as incertezas na disponibilidade de doadores corneas e

uso emergencial (Chaurasia et al., 2020).
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5. MANUSCRITOS

O objetivo geral do presente trabalho é o desenvolvimento de um novo meio
de preservacdo de cérneas para transplante, com espectro de atividade mais

amplo em relacdo aos ja existentes, abrangendo a acdo antifungica.

Como forma de atingir o objetivo final do trabalho, os manuscritos

apresentados a seguir contemplam o0s objetivos especificos descritos abaixo:

a. Determinar o perfil de atividade antifingica de cinco compostos (trés
agentes antifungicos comerciais e dois potenciais agentes antifingicos derivados
de 8-hidroxiquinolina): natamicina, anfotericina B, voriconazol, clioguinol e
PH151 frente a cepas (algumas de origem de infec¢Ges oculares) dos principais

géneros fangicos associados as infec¢des oftalmicas: Fusarium e Candida;

b. Avaliar a interacdo entre 0s cinco compostos em questdo em diferentes
combinacdes duplas, triplas e quadruplas frente a cepas dos principais géneros

fangicos associados as infeccBes oftalmicas;

c. Determinar a cinética de morte da melhor combinacdo frente a duas

representativas de cada género;

d. Determinar o perfil de toxicidade tépico dos compostos isolados e
da(s) melhor(es) associagdo(des), com o intuito de verificar, in vitro e in silico,

Sua seguranca,

e. Determinar a capacidade de formacéo de biofilme das cepas utilizadas
e atividade de inibi¢do da formacéo de biofilme sobre tecido corneo-escleral dos

compostos isolados e da(s) melhor(es) associacdo(6es);

f. Determinar a eficiéncia de acdo microbiologica da melhor combinacéo

em condicGes de armazenamento do meio de preservacao;

g. Avaliar através de Microscopia a adesédo fungica ao tecido da cérnea e

capacidade da melhor combinacdo em inibir este processo.
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CAPITULO |

O CAPITULO | é constituido por artigo cientifico publicado, conforme
referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 119 — 140. Este capitulo avalia a atividade
antifingica e frente aos biofilmes de espécies de Candida, formados em placas
de microtitulacdo e em cateter venoso central, de derivados de 8-hidroxiquinolina
e quinazolina. Ainda, avalia a aplicabilidade de um hidrogel formador de filme

contendo ativo antifingico sobre a superficie de cateter venoso central.

Reginatto P, Joaquim AR, Rocha DA, Berlitz SJ, Kulkamp-Guerreiro IC, De
Andrade SF, Fuentefria AM. 8-hydroxyquinoline and quinazoline derivatives as
potential new alternatives to combat Candida spp. biofilm. Lett Appl Microbiol.
2022 Mar;74(3):395-404. doi: 10.1111/1lam.13607. Epub 2021 Dec 14. PMID:
34822194.


































































CAPITULO 11

O CAPITULO Il é constituido por artigo cientifico publicado, conforme
referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo
compreendido entre as paginas 141 - 197. Este capitulo visa abordar importantes
aspectos vinculados as infec¢Bes fungicas oculares: principais formas clinicas e
agentes etioldgicos, tratamento farmacologico e ndo farmacologico e a
problematica associada. Um compilado de casos clinicos apresenta os aspectos

discutidos dentro do contexto da pratica clinica.

Reginatto P, Agostinetto GJ, Fuentefria RDN, Marinho DR, Pizzol MD,
Fuentefria AM. Eye fungal infections: a mini review. Arch Microbiol. 2023 May
15;205(6):236. doi: 10.1007/s00203-023-03536-6. PMID: 37183227; PMCID:
PMC10183313.














































































































































































CAPITULO I

O texto completo do CAPITULO I1, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 199 — 223, foi suprimido por tratar-se de
manuscrito submetido para publicacdo em periddico cientifico. Este capitulo avaliou o perfil
de suscetibilidade de cepas dos géneros Candida e Fusarium frente a agentes antifingicos
comerciais e um conhecido derivado de 8-hidroxiquinolina, o clioquinol, sozinhos e em
diferentes combinac®es triplas e quadrupla. A melhor combinacgéo foi avaliada quanto a sua

cinética de morte e toxicidade in vitro.














































































CAPITULO IV

O texto completo do CAPITULO 1V, que no texto completo da tese defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 225 — 253, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicagdo em periddico cientifico.
Este capitulo avaliou o perfil de suscetibilidade de cepas dos géneros Candida e
Fusarium frente a agentes antifingicos comerciais e um novo derivado de 8-
hidroxiquinolina, o PH151, sozinhos e em diferentes combinagdes, duplas e triplas. A

melhor combinacéo foi avaliada quanto a sua toxicidade in vitro e in silico.


























































































CAPITULO YV

O texto completo do CAPITULO V, que no texto completo da tese
defendida ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 255 —
280, foi suprimido por tratar-se de manuscrito em preparacao para publicacdo em
periddico cientifico. Este capitulo avaliou a formacao de biofilme das cepas dos
géneros Candida e Fusarium em placa de microtitulacdo, a capacidade dos
agentes antifungicos, sozinhos e em combinacdo, de impedir a adesdo dos
microrganismos sobre tecidos corneo-esclerais, a efetividade da melhor
combinacdo sob condicdes de armazenamento de cdrneas para transplante e
vizualizagdo por microscopia eletronica de varredura da agdo da combinagéo

sobre 0s microrganismos quando em contato com a cornea.














































































6. DISCUSSAO GERAL

O texto completo deste item, que no texto completo da tese defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 281 — 295, foi
suprimido por tratar-se de discussdo de resultados publicados ou em preparagéo

para publicacdo em periodico cientifico.
















































7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As infeccbes fungicas oculares sdo patologias extensamente
problematicas, devido a isso, estdo associadas a altas taxas de morbidade, de leve
a grave. Existem inumeros problemas associados, do diagnostico, identificacéo,
manejo da infeccdo até a escolha da terapia. A falha ou a demora em cada etapa
estd intimamente relacionada a um desfecho negativo para o paciente. Ainda,
temos a questdo do arsenal terapéutico antifungico, que € limitado, devido as
poucas op¢Oes comercialmente disponiveis, além das diversas deficiéncias
associadas, como a penetracdo no tecido ocular, perfil de toxicidade, resisténcia
microbiana e espectro de atividade, que acabam por limitar ainda mais este
arsenal. Cabe ressaltar acerca do limitado arsenal terapéutico disponivel para o
manejo dessas patologias, a auséncia de terapia farmacoldgica padrdo e o amplo
uso de natamicina, anfotericina B e voriconazol. Ainda, podemos observar que
todas as etapas envolvidas no processo destas infeccdes, como um todo, até o
desfecho final, encontram-se intimamente e importantemente relacionadas. O
conhecimento amplo dos aspectos que estdo envolvidos nas infecgBes fungicas
oculares, em todo seu contexto, é necessario para que o desfecho final do

paciente seja positivo e minimamente danoso.

Os derivados de quinazolina (PH100) e de 8-hidroxiquinolina (PH157)
testados mostraram um perfil de atividade promissor, uma vez que ambos 0s
compostos foram ativos contra as cepas de Candida spp., embora a atividade
frente a biofilmes formados em placas de microtitulacdo tenha ficado, no geral,
abaixo de 90%. A adicdo do derivado PH157 a uma formulacdo manteve seu
perfil antifungico. A formulacdo apresenta inUmeras caracteristicas vantajosas,
facilita a aplicacdo do composto sobre superficies, € de simples preparo e baixo
custo. Devido ao potencial antifangico, plancténico e séssil, estes derivados
podem representar importantes alternativas como ativos antifingicos. No
entanto, diante dos resultados obtidos para CLQ e PH151, estes apresentaram
atividade antifangica superior quando comparados aos derivados inicialmente

testados (PH100 e PH157). Ndo obstante, estes perfis de atividade antifingica
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foram comparaveis aos de agentes antifingicos comerciais ja utilizados na
clinica oftalmoldgica, como VRC, AMB e NAT. Inclusive, apresentando
resultados significativamente superiores frente algumas cepas fungicas. Além
disso, as diferentes combinacBGes duplas, triplas e quadrupla testadas nao
apresentaram efeito antagbnico, ou seja, a combinagdo dos compostos néo
acarreta prejuizo da acdo de um sobre a acdo dos demais, podendo apresentar em
alguns casos, potencializacdo desta atividade antifungica (efeito sinérgico).
Destacando a combinacdo VRC-AMB-CLQ, que apresentou maior percentual de

sinergismo sobre as cepas e agdo fungicida tempo-dependente.

Ainda, cabe destacar a alta eficacia antibiofilme dos agentes antifungicos
sozinhos e combinados frente as diversas cepas de Candida e Fusarium testadas
sobre tecidos de halos corneo-esclerais, mesmo quando desafiadas frente a cepas
de alta capacidade de formacdo de biofilme. Devido aos excelentes resultados
que as combinacbes VRC-AMB-CLQ e VRC-AMB-PH151 apresentaram, a
combinacdo VRC-AMB-CLQ foi selecionada para dar continuidade ao trabalho.
A avaliacdo da usa eficacia demonstrou sua capacidade de diminuir a contagem
de células ao longo do periodo de avaliagdo de 14 dias, com perfil de acédo
fungicida frente a ambos os géneros flngicos testados. Logo, a potencial
utilizacdo desta combinacdo como aditivo em meios de preservacdo de tecidos
corneanos tem grande relevancia e impacto no &mbito de satde publica. Surge
como uma alternativa para mitigar a probabilidade de complicacbes infecciosas
apos ceratoplastia, muitas vezes ligada a desfechos com diferentes graus de
deficiéncia visual. Além disso, essa abordagem assume um papel crucial como
estratégia para amenizar a perda de tecido do doador, inicialmente elegivel para
transplante, mas que poderia ser descartado devido a presenca de contaminacgéo

microbiologica.

A avaliagdo do perfil de toxicidade in vitro/in silico, dos agentes
antifagicos e das combinagfes VRC-AMB-CLQ e VRC-AMB-PH151, indicou
baixa toxicidade topica. Logo, representam alternativas como potenciais ativos

em formulagdes topicas oculares, incluindo os meios de preservacdo de corneas
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para transplantes. Destacando a combinacdo VRC-AMB-CLQ, com excelente
potencial antifungico, candidato a avancar nos estudos como ativo para combate

das infec¢des oculares.

Como perspectivas deste trabalho, temos alguns pontos a serem
avaliados, é muito importante conhecer e avaliar também o perfil de toxicidade
dos compostos a nivel sistémico, para verificar sua potencialidade de uso na
terapia de infeccdes oculares ou mesmo a capacidade de penetracdo atraves da
cdérnea, para uso na forma topica, como colirio. Ainda, ¢ de suma importancia
ampliar o perfil de acdo antifingica, frente a outros géneros fangicos, como
Aspergillus e alguns fingos demaceos, bem como outros microrganismos de

importancia em infeccdes oculares, como espécies de Acanthamoeba.
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DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 4.283.197

Apresentacao do Projeto:

Trata-se do projeto de pesquisa que tem como pesquisador responsavel Alexandre
Meneghello Fuentefria, intitulado "DESENVOLVIMENTO DE NOVO MEIO DE
PRESERVAQAO DE CORNEAS HUMANAS PARA TRANSPLANTE COM ESPECTRO
DE ACAO ANTIFUNGICO" a ser executado de 03/2020 a 03/2022 e que

pretende “avaliar a seguranga do novo meio de preservac¢do desenvolvido sobre o tecido da
cornea.

Como hipodtese, os pesquisadores informam que “o desenvolvimento de um novo meio de
preservagdo de corneas alternativo, totalmente nacional, contendo um agente antifingico
inédito ird controlar o crescimento oportunista de fungos patogénicos nesses meios, 0s
quais geralmente sdo os principais causadores de ceratite e endoftalmite pds-
transplante.”.

Foi apresentada uma fundamentacdo teérica bem estruturada, considerando aspectos
relativos as infec¢desflungicas, oculares, fatores de risco e tratamentos.

Trata-se de um projeto que sera avaliado pelo CEP/UFRGS (Instituicdo Proponente)
referente a projeto de tese de doutorado junto ao Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmécia, UFRGS.
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Objetivo da Pesquisa:
Como objetivo geral: desenvolvimento de um novo meio de preservacao de cérneas alternativo, totalmente

nacional, contendo um agente antifingico inédito para o controle de fungos potencialmente resistentes
causadores de ceratite e endoftalmite pds-transplante.

Como objetivos especificos:

a) Determinar o perfil de suscetibilidade das cepas fungicas selecionadas (Fusarium solani, F. oxysporum, F.
verticillioides, Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata e Aspergillus fumigatus) frente aos
antifingicos de escolha no tratamento da ceratite e endoftalmite;

b) Caracterizar as cepas quanto a sua capacidade de formagdo de biofilme antes e depois do cultivo nomeio de
preservacao (Optisol-GS®);

C) Sintese de polimeros para formacdo de sistemas de liberagdo controlada especifica e seletiva de antifingicos (para
adicdo no meio de preservagdo);

d) Desenvolvimento farmacotécnico de um novo meio de preservagdo de cérneas contendo o antifingico PH151;

e) Avaliacdo da atividade antifiingica do novo meio de preservagdo de cérneas contendo o antifiingico PH151 sobre
fungos patogénicos sensiveis e resistentes aos antifungicos de escolha no tratamento da ceratite e endoftalmite;

f) Avaliar a atividade antibiofilme do novo meio de preservagdo de cdrneas contendo o antifungico PH151em
corneas estéreis cedidas pelo Servico de Oftalmologia do HCPA,

g) Avaliar a eficacia antifiingica do novo meio de preservagdo sobre a cdrnea infectada com diferentes espécies de
fungos, inclusive multirresistentes;

h) Avaliagdo da morfologia endotelial da cérnea no novo meio de preservagdo com a finalidade de esclarecer a
segurancga toxicoldgica no tempo de conservagdo;

i) Avaliagdo complementar da seguranga do novo meio de preservagdo desenvolvido sobre o tecido da cérnea.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Na nova versdo, foram apresentados como riscos a potencial quebra de confidencialidade e as medidas
para minimiza-la (PENDENCIA ATENDIDA)

Como beneficios, os pesquisadores relatam o “desenvolvimento de um novo meio de preservagao de
cérneas alternativo aos ja existentes, mais barato, totalmente nacional, com espectro de acao
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antimicrobiano mais amplo (abrangendo fungos também, inclusive multirresistentes) e seguro. Assim,
espera-se alcangar resultados promissores para a pratica clinica, com producgdo de tecnologias e produtos
de propriedade intelectual de grande importancia em salde publica. Ainda, enriquecer e aprofundar
conhecimentos com publicacBes de alto impacto e a submissdo de uma patente com 0 novo meio de

preservacdo de coérneas.”

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Conforme informado pelos pesquisadores, “os experimentos e avaliagdes microbioldgicas serédo realizados
nas dependéncias do Laboratério de Micologia Aplicada, localizado no anexo Il da Faculdade de Farmacia
da UFRGS. Os ensaios de sintese serdo realizados na mesma Instituicdo, no Laboratério do
“Pharmaceutical Synthesis Group”. A avaliagcdo da morfologia endotelial da cérnea no novo meio de
preservacdo com a finalidade de esclarecer a seguranca no tempo de conservacdo (ensaios toxicoldgicos)
serd realizado no servigo de Oftalmologia do HCPA.”

Na nova versédo anterior foi incluido Termo de Concordancia assinado pela pesquisadora Diane Marinho,
identificada como responséavel pelo setor de oftalmologia do HCPA (PENDENCIA ATENDIDA).

Serdo realizados ensaios preliminares em cepas fungicas a partir da cole¢do de fungos do laboratorio do
Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada da UFRGS. Posteriormente serd realizado ensaio de sintese de
novo antifingico que serd acrescido ao meio de preservacdo. Novamente as cepas padrdo serdo testadas

neste novo composto formado.

A partir deste ponto, sera realizada avaliagdo da atividade antifiingica sobre a cérnea infectada. Conforme
descrito pelo pesquisador “Todos os halos corneos-esclerais preservados em Optisol-GS® (Bausch+Lomb)
utilizados em transplantes de cérnea no HCPA serao divididos apés a cirurgia no bloco cirargico: uma das
metades sera colocada no tubo com o meio comercial e a outra metade sera colocada no tubo contendo o
novo meio de preservacdo. Os tubos serdo refrigerados a 4°C por 24h. Apés esse periodo, os meios
receberdo uma aliquota de inéculo fangico (concentracdes testadas para leveduras 1-5 x 105 UFC/mL e
para fungos filamentosos 1-3 x 104 UFC/mL). Nos tempos 8, 12, 24, 36 e 48 horas de incubacao, aliquotas
de 10 uL serdo removidas e plagueadas em &gar sabouroud dextrose, incubagcdo a 35 °C e posterior

determinacdo do nimero de UFC.”
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ApOs, a partir deste material, seré realizada a afericdo da capacidade de prevencao da formacao do biofilme
fungico sobre a cornea.

Posteriormente, sera realizado ensaio da membrana coério-alantoide de ovo embrionado de galinha ou HET-
CAM.

Ao final do projeto séo citados os nimeros amostrais necessarios para cada experimento. Conforme citado
pelo pesquisador, “Um total de aproximadamente 117 amostras (o que contempla o botdo cérneo-escleral
como um todo ou apenas o halo deste botdo), como possiveis erros nos procedimentos dos ensaios
poderado ocorrer, dessa forma, o n final total sera de 129 amostras (cerca de 10% a mais sobre o nimero
total necessario).” Na Plataforma Brasil é citado 36 individuos. Esclarecer se cada individuo fornecera mais
de um tecido ou de que forma sera compatibilizado o tamanho amostral. Também ha necessidade de
justificativa para tamanho amostral. Em relacdo a este ponto, 0os pesquisadores esclarecem que "Cada
ensaio necessita ser realizado, no minimo, em triplicata para fins de analises estatisticas, controles positivos
e negativos também sdo necessérios para fins de comparagéo e garantia da confiabilidade dos resultados
obtidos. Dessa forma, conforme descrito no projeto (compilado abaixo), 129 amostras serdo necessarias
(halos e botBes corneos-esclerais). O numero de individuos foi uma estimativa muito baixa, na verdade é
muito dificil definir o nimero exato de individuos, uma vez que as amostras serdo repassadas conforme
disponibilidade e viabilidade das mesmas para o estudo. Assim, cada individuo pode doar as duas cérneas

Ou apenas uma.

Considerando a justificativa anterior, o projeto de pesquisa devera informar que se trata de amostra de
conveniéncia. Se serdo necessarias 129 amostras e, eventualmente, cada doador pode doar apenas uma
cérnea, este nimero devera ser informado como tamanho amostral. Na nova versdo da PB o numero
amostral foi alterado para 129. (PENDENCIA ATENDIDA)

Em relagcdo ao financiamento, foi destacado que a responsabilidade é exclusiva do pesquisador principal.
(PENDENCIA ATENDIDA).

Em fung&o do parecer anterior ter sido emitido em 02/2020 e o retorno ter ocorrido somente em 09/2020, o
cronograma foi adequado para inicio em 10/2020. (PENDENCIA ATENDIDA)
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Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Apresentados.

Foi solicitada dispensa do TCLE com a seguinte justificativa: O projeto utilizara halos cérneos-esclerais que
seriam descartados apos o procedimento de transplante.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

O projeto de pesquisa encontra-se em condi¢8es de aprovacéo, de acordo com os aspectos éticos (CNS
Resolucdo 466/12).

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
APROVADO.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P 13/09/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1501404.pdf 00:52:12
Outros Oficio_ HCPA.pdf 13/09/2020 | Paula Reginatto Aceito

00:49:38
Outros Carta_Resposta_CEP_Parecer.pdf 13/09/2020 | Paula Reginatto Aceito
00:41:47
Projeto Detalhado / | Projeto_Paula_Reginatto_ CEP_Corrigid | 13/09/2020 | Paula Reginatto Aceito
Brochura o0.pdf 00:38:56
Investigador
Declaracéo de Oficio_PSG.pdf 07/02/2020 | Paula Reginatto Aceito
concordancia 22:59:51
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 28/01/2020 | Alexandre Aceito
16:33:15 | Meneghello
Fuentefria

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao
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