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1. APRESENTACAO

O curso de Mestrado Profissionalizante iniciou-se em Agosto de 2014 no
Departamento de Oftalmologia com o objetivo de aprimorar os conhecimentos sobre o
efeito in vitro de corticoides sob condicdo individual ou associados a compostos
antimicrobianos em modelo de epitélio e estroma da cdrnea.

A aluna acompanhou durante este periodo o Laboratério de Protozoologia
Ocular (LAPRO) da Escola Paulista de Medicina especializado em desenvolvimento de
pesquisas internacionais multicéntricas na area de oftalmologia. O presente manuscrito
apresenta revisao bibliografica sobre o assunto estudado e o artigo cientifico produzido

com base nos dados coletados durante o curso de mestrado profissionalizante.
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2. RESUMO

INTRODUCAO. As células epiteliais da cérnea (HCEC) e os fibroblastos da cérnea de
coelho (SIRC) reproduzem o microambiente corneano em termos de epitélio e estroma,
respectivamente. Estas células sdo ideais para o estudo da fisiopatologia da ceratite por
Acanthamoeba spp (CA) in vitro. A CA representa um importante modelo experimental,
uma vez que ndo existe um tratamento padronizado para esta patologia e elevada
toxicidade é relatada com o uso de compostos anti-microbianos, tais como biguanidas,

associados ou ndo aos corticoides.

OBJETIVOS. Estudar o efeito in vitro de corticoides sob condic¢do individual ou associados
ao composto antimicrobiano polihexametilbiguanida (PHMB) em modelo celular de

epitélio e estroma da cérnea

MATERIAIS E METODOS. Células HCEC ou SIRC foram semeadas em placas de ensaio na
concentracdo de 2 x 10° / mL e tratadas com a adi¢cdo de corticoides (Fosfato de
Dexametasona a 0,1% ou Acetato de Prednisolona a 1,0%) e/ ou PHMB na concentragdo
de 0,02% ou 0,04%. O metabolismo celular foi quantificado por meio da fluorescéncia

emitida com a adicdo do reagente PrestoBlue®.

RESULTADOS. O metabolismo nao diferiu entre as HCEC e SIRC quando comparado as 6
horas de exposicdo aos reagentes e o periodo de recuperacdo, em que as células foram

incubadas sem os compostos quimicos (p<0,01). A taxa metabdlica de recuperacao
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aumentou na condi¢cdo PHMB 0,02% somada a prednisolona quando aplicado as HCEC e
na condi¢cdo de PHMB 0,04% mais dexametasona quando aplicado as SIRC (p<0,05).
Meios suplementados com prednisolona ou dexametasona demonstraram ser menos
téxicos se comparados a PHMB em qualquer concentracao isolada ou em associacdo aos

corticosteroides (p<0,01).

DISCUSSAO. A literatura carece de dados objetivos quanto a toxicidade ocular da PHMB
e / ou do corticoide no tratamento da CA. Demonstrou-se em ambiente experimental
gue a toxicidade da PHMB é maior do que a dos corticosterdides para as células do
epitélio e estroma corneano e que a combinacdo dos dois fadrmacos ndo melhora esta
condicdo. Apds a retirada dos medicamentos do meio de cultura, observou-se

recuperacao no metabolismo celular.

CONCLUSAO. O presente estudo contribui para evidenciar que a adicdo de
corticosterdides ndo muda consideravelmente a toxicidade da PHMB as células da

cornea. Além disso, PHMB 0,02% é preferivel nos casos de terapia combinada.



3. ABSTRACT

INTRODUCTION: Human Corneal Epithelial Cells (HCEC) and Statens Seruminstitut Rabbit
Cornea (SIRC) reproduce the cornea microenvironment in terms of epithelium and
stroma, respectively. These cells are ideal for the study of the pathophysiology of the
Acanthamoeba keratitis (AK) in vitro. . As there is no standartized treatment for AK, it is
important to develop a study model for this condition. In addition, considerable toxicity
has been reported with the use of antimicrobial compounds such as biguanides and

diamidines, associated or not to corticosteroids, for the management of AK.

OBIJECTIVES. To study the in vitro the effect of isolated corticosteroids or associated with
Polyhexamethylene Biguanide (PHMB) in a cell model of the corneal epithelium and

stroma.

MATERIALS AND METHODS. Cells of HCEC or SIRC were seeded into plates in the
concentration of 2 x 10°/mL and treated with the addition of corticosteroid
(dexamethasone 0.1% or prednisolone 1.0%) or PHMB at the concentration of 0.02% or
0.04%, alone or associated with one of the above mentioned corticosteroids. Cell

metabolism were quantified by fluorescence with the aid of PrestoBlue™

RESULTS. Metabolism did not differ between HCEC and SIRC after 6 hours and in the

recovery period, in which cells were incubated without the chemical compounds


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwje6eOsubfNAhXIx5AKHSLqDiQQFggpMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.medscape.com%2Fviewarticle%2F561512_3&usg=AFQjCNGEOcFXN6SptnuimA8pJ4S5UJl8PQ&sig2=Btnq57jOxaHv__VV9ZCYTg&bvm=bv.124817099,d.Y2I
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwje6eOsubfNAhXIx5AKHSLqDiQQFggpMAE&url=http%3A%2F%2Fwww.medscape.com%2Fviewarticle%2F561512_3&usg=AFQjCNGEOcFXN6SptnuimA8pJ4S5UJl8PQ&sig2=Btnq57jOxaHv__VV9ZCYTg&bvm=bv.124817099,d.Y2I

(p<0,01). The metabolic rate of recovery increased in the PHMB 0.02% plus pednisolone
condition for HCEC and PHMB 0.04% plus dexamethasone for SIRC (p<0,05). Media
supplemented with prednisone or dexamethasone showed to be less toxic than PHMB

in any concentration, alone or in association to corticosteroids (p<0,01).

DISCUSSION. The literature lacks objective data on the ocular toxicity of PHMB and / or
corticosteroids in the treatment of CA. It has been demonstrated that the toxicity of
PHMB is higher than that of steroids to cells of the epithelium and corneal stroma at an
experimental environment, and that the combination of the two medications did not
improve the condition. After removal of the drugs from the culture medium, it was

observed a cellular metabolism recovery.

CONCLUSIONS. This study demonstrates that the addition of corticosteroids does not
change considerably the toxicity of PHMB to the corneal cells. Notwithstanding, PHMB

0.02% is preferable in cases of combined therapy for AK.



4. INTRODUCAO

As infeccOes oculares por amebas de vida livre do género Acanthamoeba spp,
principalmente a ceratite, se inserem como importante modelo de estudo aplicavel a
pesquisa translacional reversa e medicina de precisdo no campo da oftalmologia e
ciéncias visuais. A pesquisa translacional é o campo da ciéncia voltado a aplicabilidade
dos achados cientificos laboratoriais a pratica clinica, proporcionando melhorias na
oferta de servicos de salde a comunidade. Por outro lado, a pesquisa translacional
reversa busca identificar, a partir de estudos observacionais clinicos, um aspecto
especifico a ser investigado no ambito da pesquisa laboratorial. Soma-se ao incremento
das ciéncias médicas voltadas a melhoria na qualidade de saude, a medicina de precisao,
que busca investigar preditores de seguranca e eficdcia no processo terapéutico.

O segmento ocular externo, composto de padlpebras, conjuntiva, esclera e
cérnea, é parte crucial do organismo que esta exposta ao meio ambiente. Essa por¢ao
do olho confere prote¢do contra o ambiente adverso e garante a transmissao do
estimulo luminoso que posteriormente é processado no sistema nervoso central e
interpretado nos tratos visuais. *

A cdérnea é uma estrutura asférica constituida de tecido transparente e avascular
gue mede de 11 a 12 mm horizontalmente e de 10 a 11 mm verticalmente. Sua nutricdo
se da por meio da difusdo de glicose proveniente do humor aquoso e da difusdo de
oxigénio originario do filme lacrimal e da circulacdo limbica. A cérnea tem alta densidade
de terminac¢Ges nervosas, o que lhe confere uma sensibilidade 100 vezes maior que a da

conjuntiva. Fibras nervosas sensoriais estendem-se ao longo dos nervos ciliares e
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formam o plexo subepitelial »2. Histologicamente, a cdérnea é composta de cinco
camadas distintas: epitélio, camada de Bowman, estroma, membrana de Descemet e
endotélio.

A visao clara requer epitélio corneano regular, estroma transparente e endotélio
funcionante. A integridade da cérnea é necessdria para garantir superficie refrativa
anterior adequada, proteger o olho contra infec¢Oes e, as estruturas mais profundas do
olho contra danos estruturais 2. Por ser vulnerdvel a agentes quimicos, fisicos e
bioldgicos, a cérnea é equipada de sistema de manutencdo ativo responsavel pela
renovacido de seu epitélio e cicatrizacdo de lesdes 3.

A ceratite, ou seja, o processo infeccioso corneano, tem etiologia multifatorial.
As causas microbianas da doenca incluem agentes bacterianos, virais, fungicos ou
parasitarios 4. Descrita na década de 70 >, a ceratite por Acanthamoeba spp (CA) é uma
infeccdo corneana rara, porém devastadora’. Um aumento no nimero de casos foi
observado no inicio dos anos 80 devido a popularizagdao do uso das lentes de contato
gelatinosas 8. Apesar de mais que 70% dos casos descritos estarem associados ao uso de
lentes de contato 819, a CA também se associa a traumas e a exposicdo a aguas ou solo
contaminados (em geral descrita em agricultores) e a traumas pds-cirurgicos, incluindo
ceratoplastia penetrante e ceratotomia radial °.

A taxa de incidéncia da CA varia de 0,15 por milhdo nos Estados Unidos a mais de
1,4 por milhdo na Inglaterra °. Apds 1995 observou-se decréscimo na incidéncia de CA
gue se deve a melhoria das solugbes para higienizacdo e conservacao das lentes de
contato 1. Atualmente, estima-se que a incidéncia anual de CA seja de 1 para 30 mil em
usuarios de lentes de contato gelatinosas em paises europeus e asidticos que tenham

praticas semelhantes de higienizac3o e conservacio das lentes de contato 2. No Brasil,
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um estudo detectou prevaléncia de 1,9% de CA dentre as culturas de material corneano
que eram positivas para infec¢do microbiana 3.

Acanthamoeba spp possui duas formas distintas de apresentagdo: a cistica e a
trofozoitica. A forma cistica, que torna o protozodrio mais resistente, ocorre em
condicles de alta temperatura, desidratacdo e na presenca de alguns desinfetantes
qguimicos. O cisto mede de 18 a 25 micrémetros (um), apresenta parede externa dupla,
com jungdes esparsas entre as duas camadas, o que lhe confere a forma poligonal. Os
trofozoitos, por sua vez, sdo detectados durante a multiplicacdo, a locomocdo e a
alimentacdo da ameba de vida livre 14

O diagndstico de CA é norteado tanto por aspectos clinicos quanto laboratoriais
1 Apesar de apresentar quadro clinico bem estabelecido, a CA é freqientemente
confundida com outras ceratites infecciosas, como a ceratite herpética, o que retarda o
inicio do tratamento especifico *°.

Tanto a microscopia especular quanto a microscopia confocal sdo capazes de
identificar o protozoario in vivo e podem ser empregadas na avaliagao do resultado do
tratamento clinico ® 7. Na visualizacdo in vivo, os cistos apresentam caracteristicas
morfoldgicas circulares, esféricas ou, eventualmente, elipticas, e os trofozoitas sao
pleomérficos, ou seja, podem apresentar diferentes tamanhos e estruturas morfolégicas
irregulares 2. A comprovac3o laboratorial é feita por meio da visualizagdo do protozoéario
em esfregacos corados ou culturas de raspados corneanos ° das lesdes epiteliais e
subepiteliais. O protozodrio apresenta crescimento em diversos meios de cultura, porém
0 agar ndo nutriente é o mais utilizado por diminuir a proliferacdo bacteriana na auséncia

de nutrientes. A adicdo de camada de Escherichia coli mortas ao dgar serve de substrato
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para a proliferacdo da ameba de vida livre **. Em casos de pouco acometimento epitelial

e infeccdo estromal importante, a biopsia deve ser considerada 8.

Além da dificuldade diagndstica, outro aspecto importante da CA é a toxicidade
das medicag0es utilizadas atualmente em seu tratamento, o que mais uma vez reforca
a necessidade de diagndstico preciso e precoce. Sao descritos diversos efeitos adversos
do tratamento da CA, o que inclui: resisténcia do protozoario a um ou mais agentes
guimicos, o aumento da patogenicidade da Acanthamoeba spp induzida por esterdides
e as mudancas estruturais de iris, cristalino e cdmara anterior devido a terapia
prolongada com agentes antimicrobianos em altas concentracdes. Outro aspecto
relevante a ser considerado é a toxicidade corneana induzida pelos conservantes
utilizados da confec¢do das medicagbes empregadas no tratamento da CA, com énfase
no Cloreto de Benzalcbnio, principal classe utilizada. Neste contexto, deve-se atentar
para o tempo de exposicdo e concentracdo se optado pela utilizacdo de drogas que
contenham esse composto 192,

Apesar da descri¢cdo de diversos estudos envolvendo a avaliagao in vitro e in vivo
de numerosos agentes antimicrobianos na viabilidade do protozodrio, ndo ha consenso
guanto a padronizacdo do tratamento desta condi¢do. Os relatos cientificos, em geral,
sdo controversos. Os principais biocidas utilizados na terapéutica de CA incluem
antissépticos cationicos e diamidinas aromaticas. No que se refere as medicacbes
especificamente, a terapia contra a CA inclui a aplicagdo de componentes
antimicrobianos como as Biguanidas, como a polihexametileno biguanida ou
polihexanida (Figura 1), e as diamidinas de hora em hora por meses?3. As biguanidas

agem predominantemente sobre a forma cistica do protozoario.
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Soma-se o fato da indicagdo clinica do uso de corticoide associado com a terapia
antimicrobiana também ser controversa, ndao havendo padronizacao referente a classe
de droga a ser utilizada e a concentracdo necessaria. O Fosfato de Dexametasona, cujo
peso molecular é de 392g/mol (Figura 2), e o Acetato de Prednisolona, de peso
molecular de 360 g/mol (Figura 3), sdo potentes glicocorticoides halogenados
amplamente empregados nas patologias oftalmoldgicas. Os corticosteroides variam em
sua poténcia anti-inflamatdria, tendo a dexametasona agao in vitro 5-7 vezes maior que
a prednisolona. No entanto, sabe-se que ndo se pode extrapolar essas diferengas para
uma situacdo in vivo, como o microambiente corneano, uma vez que o Acetato de
Prednisolona é lipofilico e, portanto, penetra melhor a cdérnea intacta quando

comparado a uma preparacao hidrofilicas, como é o caso do Fosfato de Dexametasona

24

Embora o uso de esteroides topicos possa prolongar o tempo de tratamento da
CA, a indicacdo terapéutica destes compostos é sugerida em casos de maior severidade
infecciosa, a fim de atenuar o processo inflamatdrio, como por exemplo situagdes de
esclerite ou uveite associadas a infecgdo. Assim, este estudo podera contribuir de forma

substancial na padroniza¢ao do uso dos biocidas e corticdides disponiveis através do

conhecimento do mecanismo de acdo no microambiente celular da cdrnea.

MH NH
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Figura 1. Formula molecular da Polihexametileno Biguanida (PHMB)
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Figura 3.

Férmula molecular do Acetato de Prednisolona
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5. JUSTIFICATIVA

A pesquisa translacional se caracteriza como o avang¢o da ciéncia aplicado ao
desenvolvimento de novos testes de diagndstico, drogas e ou técnicas de intervencgao
terapéutica junto as pacientes estabelecidos na compreensao do desenvolvimento da
doencga e sua progressdo. A evolugao da pesquisa translacional na area de oftalmologia
estd construindo uma medicina de maior eficacia na prevengdo e tratamento
individualizado formando os ingredientes bdsicos da almejada medicina personalizada.

No processo translacional tradicional, a investigacdo basica é o primeiro passo
para a identificacdo de novos mecanismos de infec¢ao e potenciais alvos para terapias
elaboradas em ensaio experimentais e eventualmente validadas num ensaio clinico
especifico. Uma vez estabelecido e padronizado um processo ou produto na rotina
terapéutica, novas provas e conceitos podem surgir levando a comunidade académica a
uma anadlise critica sobre potenciais aplicagdes complementares ou melhorias
qualitativas quanto a aplicabilidade de um determinado processo ou produto no
paciente durante a pratica clinica.

A partir da aplicabilidade da investigacao cientifica no campo da pesquisa
translacional e a estreita relagdo com a melhoria nos padrdes de cuidado a saude dos
pacientes, foi sugerido o conceito de medicina de precisdao. A Medicina de precisao é
uma abordagem Unica a pratica clinica na qual os aspectos individuais de um doente sdo
considerados diretamente para dirigir o plano de tratamento, incluindo a sua
constituicdo genética, biomarcadores principais, histéria de tratamento anterior, fatores

ambientais e preferéncias comportamentais.
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Esta abordagem permite uma resposta otimizada a terapéutica permitindo aos
médicos prescreverem tratamentos personalizados segundo as caracteristicas
especificas apresentadas por uma determinada patologia, maximizando o efeito
terapéutico no paciente e minimizando possiveis efeitos colaterais.

Portanto, esse processo visa descobrir e desenvolver novos tratamentos para
determinados grupos de pacientes que apresentardao melhores respostas terapéuticas.
Por exemplo, na ceratite parasitdria por amebas de vida livre do género Acanthamoeba,
o uso de corticoides associados ou ndo a colirios antimicrobianos no tratamento é
controverso e ndo-padronizado, possibilitando ampla discussdo sobre aplicabilidades da
pesquisa translacional e medicina de precisao.

A Acanthamoeba spp em sua forma de trofozoito é sensivel a diversos
medicamentos disponiveis na atualidade, como antibidticos, anti-sépticos, antifungicos,
antiprotozoarios, antivirais e terapias antineopldsicas. Entretanto, a forma cistica do
parasita pode ocasionar uma infecgao prolongada e resistente, contra a qual é ineficaz
a maioria das drogas supracitadas. Os cistos apresentam alta resisténcia in vitro, por
exemplo, ao imidazol e aos antifungicos, sendo as biguanidas os cisticidas mais eficazes
nesta condicdo. > ¢ As biguanidas interagem com a membrana citoplasmatica do
protozodrio, resultando em perda de componentes celulares e inibicdo de enzimas
respiratorias. %’

As diamidinas e as biguanidas sdo atualmente os cisticidas mais eficazes in vitro
e por esta razdo o uso de biguanidas associado ou ndo a diamidinas é tido como o
tratamento padrdo-ouro da CA. 2 No entanto, nota-se ndo haver uma correlagdo

clinicopatoldgica satisfatéria entre a sensibilidade in vitro da Acathamoeba aos biocidas
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e a observada na pratica clinica. Neste contexto, o tratamento pode falhar mesmo
usandose uma medicagao cuja composi¢ao seja de 10 a 60 vezes a concentragao cisticida
minima observada em ambiente laboratorial. Algumas das hipdteses aventadas para
justificar esta condicdo sdo de que uma dose terapéutica intra-estromal ndo esteja
sendo atingida, que a droga se ligue a componentes tissulares que a inativem ou que o
protozodrio seja mais resistente em ambiente in vivo do que in vitro. 2°:3°

Além disso, apesar da grande controvérsia associada ao uso de corticosteroides
nas complicagdes inflamatdria da CA, hd evidéncias na literatura do beneficio da
corticoterapia tdpica no tratamento da dor, ndo havendo associacdo com piora do
progndstico visual quando iniciado apds um biocida moderno, como a biguanida. 3! Os
corticoides muitas vezes sdo prescritos para a CA apds um periodo de terapia com
biocidas em casos com inflamagdo persistente evidenciada por esclerite, reacao de
camara anterior, infiltrado em anel ou coriorretinite. Todos estes achados sdo

normalmente associados a dor intensa e podem resultar em perda visual permanente.?’

Neste plano de trabalho, utilizamos a ceratite parasitdria por Acanthamoeba spp
como modelo de estudo e avaliamos a relacdo da concentracdo e tempo de contato da
PHMB no padrao de toxicidade de linhagens celulares da cérnea, como célula epitelial e
ceratdcito. O efeito de corticdides comercialmente disponiveis e utilizados na pratica
clinica também foi estudado quanto ao aspecto morfoldgico, fisioldgico, metabdlico e

viabilidade do protozodrio e linhagens celulares de cérnea.

Os ensaios experimentais foram realizados em triplicata e os resultados
analisados estatisticamente quanto ao grau de significancia. A partir deste projeto de

pesquisa, esperamos obter resultados indicativos para o desenvolvimento de potenciais
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ferramentas biotecnoldgicas voltadas a precisdo e especificidade terapéutica,
minimizando os efeitos citotdxicos teciduais e, consequentemente, proporcionando

melhor qualidade de vida ao paciente.
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6. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL. Estudar o efeito do corticoide e/ ou do biocida PHMB em um

microambiente experimental das células epiteliais e estromais da cornea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS. Quantificar o metabolismo celular das HCEC e SIRC quando
expostas a Fosfato de Dexametasona 0,1% ou Acetato de Prednisolona 1% e avaliar a
citotoxicidade relacionada a concentragdao no uso de PHMB isolado ou associado ao

corticosteroide também em concentrados experimentais de HCEC ou SIRC.
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7. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo, sob o nimero
559063. O estudo foi realizada de janeiro de 2013 a dezembro de 2015.

Meios de cultura contendo linhagens celulares certificadas de epitélio da cornea
humana (HCEC, Life Technologies Corporation) e ceratdcitos de coelho (SIRC, ATCC
CCL60 ®) foram utilizados nos ensaios experimentais com a finalidade de reproduzir as
condicdes in vitro do microambiente da cérnea. As HCEC sdo células epiteliais humanas
normais isoladas da regido do limbo corneano e submetidas a criopreservagao. Elas sao
ideais para o estudo da biologia da inflamacao, cicatrizacao de feridas e da reagao celular
a agressores fisicos e quimicos da cérnea. Ja as SIRC exibem um fendtipo de fibroblastos,
0 que permite a sua utilizagdo como um modelo experimental do estroma corneano. *?

Uma concentragdo de 2 x 10° células / mL de HCEC ou SIRC foram semeadas em
placas contendo meios de cultura adequados e tratadas com a adicio de
corticosterdides Fosfato de Dexametasona na concentracao de 0,1% (50 plL) ou Acetato
de Prednisolona na concentracdo de 1% (50 pL) e/ ou PHMB na concentracdo de 0,02%
ou 0,04% (50 pL). Todas as drogas foram manipuladas sem a adigdo de conservantes
para evitar viés no estudo vide a toxicidade causada por estes compostos. 33O veiculo
utilizado na confec¢ao dos compostos foi o Alcool Polivinilico.

Os ambientes analisados foram os seguintes: meio de cultura de HCEC ou SIRC
(condicdo 1), HCEC ou SIRC isoladas (condicdo 2), as células mais uma solucdo de soro

fisiolégico (condicdo 3), células mais PHMB 0,02% ou 0,04% (condicOes 4 e 5), células
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mais prednisolona ou dexametasona (condi¢Ges 6 e 7) e por fim placas combinadas de
células mais PHMB 0,02% ou 0,04 % associado a prednisolona ou dexametasona
(condicOes 8 a 11) (Tabela 1).

O metabolismo celular foi quantificado através de fluorescéncia emitida com o
auxilio do reagente PrestoBlue ®. O PrestoBlue ® foi desenvolvido recentemente com a
finalidade de detectar in vitro a citotoxicidade e a viabilidade celular. Ele é um composto
a base de resazurina que é convertido para a forma reduzida por enzimas mitocondriais
de células vidveis nos sistemas testados. Como consequéncia da reducdo, o reagente
apresenta uma mudanca de sua coloragdo, assim como de sua fluorescéncia, podendo
esta ser quantificada utilizando-se qualquer abordagem colorimétrico ou
espectrofotometria. 3*

Analisou-se o periodos de 6 horas apds a inoculacdo dos compostos quimicos e
de 3 horas ap0ds a retirada dos reagentes por acreditar-se serem estes tempos suficientes
para andlise da acdo das drogas e do restabelecimento do metabolismo celular,
respectivamente. Todo o estudo foi conduzido em triplicata no Laboratério de
Protozoologia Ocular (LAPRO) do Departamento de Oftalmologia da UNIFESP-EPM. As
leituras foram feitas por meio de estudo espectrofotométrico em microscépio de luz UV
e citometria de fluxo

As diferencas entre os meios de cultura foram analisadas através do teste
estatistico de ANOVA de 2 vias a fim de detectar-se a influéncia de diversos fatores na
caracteristica de interesse. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. As

analises foram realizadas com auxilio do programa estatistico SPSS, versdo 21.

22



CONDICOES COMPOSICAO

1 Meio de cultura de HCEC/ SIRC

2 HCEC/ SIRC

3 HCEC/ SIRC + solugdo salina

4 HCEC/ SIRC + PHMB 0,02%

5 HCEC/ SIRC + PHMB 0,04%

6 HCEC/ SIRC + Pred 1,0%

7 HCEC/ SIRC + Dexa 0,1%

8 HCEC/ SIRC + PHMB 0,02% + Pred 1,0%
9 HCEC/ SIRC + PHMB 0,04% + Pred 1,0%
10 HCEC/ SIRC + PHMB 0,02% + Dexa 0,1%
11 HCEC/ SIRC + PHMB 0,04% + Dexa 0,1%

Tabela 1. Microambientes analisados em modelo experimental no estudo. Dexa (Fosfato
de Dexametasona), Pred (Acetato de Prednisolona), PHMB (Polihexametil Biguanida), HCEC

(células epiteliais corneanas), SIRC (fibroblastos corneanos de coelho).
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8. RESULTADOS

A taxa de metabolismo celular ndo diferiu entre os meios de HCEC e SIRC apds
6 horas e no periodo de recuperacdao de 3 horas apds retirada da exposicdo aos
corticosterdides e associagdes a PHMB 0,02% ou 0,04%. A viabilidade celular apds a
retiradas das medicagcdes aumentou significantemente na condicdo de PHMB 0,02%
acrescido de prednisolona (Pred) para as HCEC e PHMB 0,04% acrescido de
dexametasona (Dexa) para as SIRC (p <0,05, ambos) (Tabela 2).

Completadas 6 horas de incubag¢do, os meios suplementados com Pred ou Dexa
demonstraram ser menos téxicos para HCEC do que o meio com PHMB 0,02% ou 0,04%
isoladamente ou em associagdao com Pred ou Dexa (p <0,001) (Tabela 3 e Figura 4). O
metabolismo das SIRC, quer apds 6 horas ou no periodo de recuperacao, foi maior no
meio com PHMB 0,02% sozinho do que em associacdo com corticosterdides (p <0,001).
Comparando com as outras condi¢cdes experimentais, menor taxa metabdlica foi
verificada nas SIRC com PHMB 0,04% isolado do que em placas com corticosterdide
isolado (p <0,001). Soma-se o fato de que todas as terapias combinadas foram mais
toxicos para SIRC nos periodos de 6 horas e no periodo de recuperacao (p<0,001)
(tabelas 4 e 5 e Figura 4).

A figura 4 ilustra o metabolismo celular percentual quantificado através da
fluorescéncia com base na condi¢do que apresentou maior taxa metabdlica durante o
estudo. Ja a figura 5 apresenta uma analise comparativa do metabolismo celular entre

as 6 horas e o periodo de recuperacdao nos meios de HCEC e SIRC.

24



6 horas Recuperagao
Média DP Média DP p
(X10%)  (X10°) (X10°) (X10°)
HCEC + PHMB 0,04 % + Pred 26,5 6,3 29,9 7,0 <0,01
SIRC + PHMB 0,04% + Dexa -7,6 3,9 2,7 0,7 0,04

Tabela 2. Comparagdo dos periodos de 6 horas e de recuperagdo das HCEC e SIRC, considerando-

se a mesma condigdo de estudo experimental. Dexa (Fosfato de Dexametasona), Pred (Acetato

de Prednisolona), PHMB (Polihexametil Biguanida), HCEC (células epiteliais corneanas), SIRC

(fibroblastos corneanos de coelho).
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HCEC 6 horas

Ambiente 1 Ambiente 2 p

PHMB 0,02 % Pred <0,01
PHMB 0,02 % Dexa <0,01
PHMB 0,04 % Pred <0,01
PHMB 0,04 % Dexa <0,01
PHMB 0,02 % + Pred Pred <0,01
PHMB 0,02 % + Pred Dexa <0,01
PHMB 0,04 % + Pred Pred <0,01
PHMB 0,04 % + Pred Dexa <0,01
PHMB 0,02 % + Dexa Pred <0,01
PHMB 0,02 % + Dexa Dexa <0,01
PHMB 0,04 % + Dexa Pred <0,01
PHMB 0,04 % + Dexa Dexa <0,01

Tabela 3. Comparac¢do entre os meios das HCEC expostos a diferentes combinagées de
compostos quimicos apds 6 horas. Dexa (Fosfato de Dexametasona), Pred (Acetato de
Prednisolona), PHMB (Polihexametil Biguanida), HCEC (células epiteliais corneanas), SIRC

(fibroblastos corneanos de coelho).
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SIRC 6 horas

Ambiente 1

Ambiente 2

PHMB 0,02 %

PHMB 0,02 %

PHMB 0,02 %

PHMB 0,02 %

PHMB 0,02 %

PHMB 0,04 %

PHMB 0,04 %

Pred

Pred

Pred

Pred

Dexa

PHMB 0,04 %

PHMB 0,02 % + Pred

PHMB 0,04 % + Pred

PHMB 0,02 % + Dexa

PHMB 0,04 % + Dexa

Pred

Dexa

PHMB 0,02 % + Pred

PHMB 0,04 % + Pred

PHMB 0,02 % + Dexa

PHMB 0,04 % + Dexa

PHMB 0,02 % + Pred

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

<0,01

Tabela 4. Comparagdo entre os meios das SIRC expostos a diferentes combinag¢ées de compostos

quimicos apods 6 horas. Dexa (Fosfato de Dexametasona), Pred (Acetato de Prednisolona), PHMB

(Polihexametil Biguanida), HCEC (células epiteliais corneanas), SIRC (fibroblastos corneanos de

coelho).
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SIRC Recuperagao

Ambiente 1 Ambiente 2 p

PHMB 0,02 % PHMB 0,04 % <0,01
PHMB 0,02 % Pred <0,01
PHMB 0,02 % Dexa <0,01
PHMB 0,02 % PHMB 0,02 % + Pred <0,01
PHMB 0,02 % PHMB 0,04 % + Pred <0,01
PHMB 0,02 % PHMB 0,02 % + Dexa <0,01
PHMB 0,02 % PHMB 0,04 % + Dexa <0,01
PHMB 0,04 % Pred <0,01
PHMB 0,04 % Dexa <0,01
Pred PHMB 0,02 % + Pred <0,01
Pred PHMB 0,04 % + Pred <0,01
Pred PHMB 0,02 % + Dexa <0,01
Pred PHMB 0,04 % + Dexa <0,01
Dexa PHMB 0,02 % + Pred <0,01
Dexa PHMB 0,04 % + Pred <0,01
Dexa PHMB 0,02 % + Dexa <0,01
Dexa PHMB 0,04 % + Dexa <0,01

Tabela 5. Comparagdo entre os meios das SIRC expostos a diferentes combinagées de compostos
quimicos apos 3 horas de recuperagdo. Dexa (Fosfato de Dexametasona), Pred (Acetato de
Prednisolona), PHMB (Polihexametil Biguanida), HCEC (células epiteliais corneanas), SIRC

(fibroblastos corneanos de coelho).
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A HCEC 6 horas B HCEC Recuperagdo
100%
100% = HCEC m HCEC
w Dexa W 80% u Pred
& 80% =Pred 3 mDexa
=)
- ® PHMB 0,02% + Pred s 60% ® PHMB 0,02% + Pred
X 60% °
< = PHMB 0,04% g = PHMB 0,04%
2 0% = PHMB 0,02% e 40% = PHMB 0,02%
4 = PHMB 0,02% + Dexa ®m PHMB 0,02% + Dexa
20% mPHMB 0,04% + Dexa 2%  PHMB 0,04% + Dexa
£ HEEEm- PHMB 0,04%+ Pred 0% s s PHMB 0,04% + Pred
6
C SIRC 6 horas D SIRC Recuperacdo
" Dexa w Dexa
10026 100%
= SIRC w Pred
= 80% = PHMB 0,02% = 80% mSIRC
‘?' w Pred 2 = PHMB 0,02%
X  60% = o
— — ed
© # PHMB 0,02% + Pred = = PHMB 0,02% + Pr
40%
2  PHMB 0,04% + Dexa D a0% m PHMB 0,04% + Dexa
<
s  PHMB 0,02% + Dexa o Jos m PHMB 0,02% + Dexa
PHMB 0,04% + Pred = PHMB 0,04%
0% -
x = PHMB 0,04% 0% PHMB 0,04% + Pred

Figura 4: QuantificagGo percentual do metabolismo celular através de fluorescéncia com base no

meio de maior viabilidade celular.

4A. Metabolismo percentual das HCEC as 6 horas

4B. Metabolismo percentual das HCEC no periodo de recuperagdo

4C. Metabolismo percentual das SIRC as 6 horas

4D. Metabolismo percentual das SIRC no periodo de recuperagéo.

Dexa (Fosfato de Dexametasona), Pred (Acetato de Prednisolona), PHMB (Polihexametil Biguanida), HCEC

(células epiteliais corneanas), SIRC (fibroblastos corneanos de coelho).
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RFU % (x 10°%)

93,0

73,0

53,0

33,0

13,0

3,01

2,5

2,0

1,5

1,0

HCEC

6 horas Recuperacdo

RFU % (x 10°)

2,0

1,5

1,0

SIRC

6 horas

Recuperacédo

CONDICOES
B HCEC/ SIRC
B pred

Dexa
I PHMB 0.02%
B PHMB 0.04%
Bl PHMB 0.02% + Pred
B PHMB 0.04% + Pred
Il PHMB 0.02% + Dexa
I PHMB 0.04% + Dexa

Figura 5: Andlise comparativa dos metabolismos celulares entre as 6 horas e o periodo de

recuperacdo nos meios das HCEC e SIRC. Dexa (Fosfato de Dexametasona), Pred (Acetato de

Prednisolona), PHMB (Polihexametil Biguanida), HCEC (células epiteliais corneanas), SIRC

(fibroblastos corneanos de coelho), * (p<0,05).
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9. DISCUSSAO

Com o intuito de determinar a interagdo da PHMB e/ou dos corticoides (Fosfato
de Dexametasona 0,1% e Acetato de Prednisolona 1,0%) no metabolismo celular da
cornea, foram utilizadas as HCEC e as SIRC. Estas células reproduzem o microambiente
corneano em termos de epitélio e estroma, respectivamente, e sdo ideais para o estudo
da reproducio de CA em vitro 32

Ha grande controversia sobre a questdo da padronizacdo da terapéutica da CA,
entretanto, as biguanidas sdo tidas como a principal classe de drogas empregadas para
esse fim, podendo ser prescritas como monoterapia ou associadas a outras medicacées.
Dentre as drogas utilizadas como coadjuvantes, os corticoides representam uma classe
cuja indicacdo e posologia carecem de dados objetivos na literatura atual 3. Ndo é bem
estabelecido, por exemplo, se os corticoides atuam direta ou indiretamente sobre o
metabolismo do parasita e se o uso dessa classe de drogas pode prolongar o tempo de
doenca. Uma tendéncia é o uso de corticosteroides em casos cujas inflamacdo se torna
exuberante, a fim de combater uma resposta imune danosa por parte do paciente.

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir ser semelhante o
comportamento das células do epitélio e do estroma corneano no que diz respeito a
suscetibilidade a toxicidade das medicacbes empregadas no experimento descrito,
sendo que a mesma semelhanca se aplica a taxa de recuperacdo metabdlica quando foi
interrompida a exposi¢do aos compostos quimicos.

Entretanto, quando se compara os diferentes tempos de estudo, nota-se que as

células epiteliais apenas conseguiram se recuperar de modo significativo quando
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expostas a PHMB 0,02% associado a prednisolona. Jd nos casos das SIRC, uma melhora
metabdlica significativa foi observada apenas nas células expostas a PHMB 0,04%
associadas a dexametasona. Este fato sugere uma maior resisténcia destes tipos
celulares aos compostos associados descritos.

Conclui-se também que a toxicidade dos corticoides empregados é
significativamente menor que a da PHMB tanto nas HCEC quanto nas SIRC e em todos
os tempos de estudo. Este dado contraria a ideia de que os corticoides devem ser
evitados na terapia da CA devido ao dano direto ao tecido corneano, e talvez
fundamente uma ampliagdo da indicacdo desta classe de medicagao para casos em que
a inflamacdo ndo seja um aspecto tdo relevante na apresentacdo da doenca.

Por fim, deve-se preferir a utilizacdo da menor quantidade de medicagbes e nas
menor concentracao possivel que seja capaz de controlar a doenga, pois notou-se que o
acréscimo de medicac¢Oes e o aumento da posologia das drogas empregadas, no caso do
estudo PHMB 0,02 e 0,04%, causou maior dano celular corneano.

Em suma, demonstrou-se que a toxicidade da biguanida é maior do que o dos
corticosterdides para as HCEC e SIRC, e que a combinag¢dao dos dois farmacos nao
melhorar esta taxa de dano celular. Depois de retirar os medicamentos a partir do meio
de cultura, houve uma tendéncia a recuperacdo metabdlica celular. O presente estudo
contribui na padronizacdo do uso e indicacdo de biocidas e corticosterdides disponiveis,
além de auxiliar no melhor conhecimento do seu mecanismo de agdo a nivel celular na

cdrnea e as possiveis implicacdes para a fisiopatologia da doenca.
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10. ADEQUAGAO E PROMOGAO DO ESTUDO PROPOSTO PARA O MESTRADO PROFISSIONAL

DO DEPARTAMENTO DE OFTALMOLOGIA E CIENCIAS VISUAIS, EPM-UNIFESP.

A partir do presente estudo, evidenciou-se que a toxicidade dos corticoides
tépicos as células da cérnea é inferior a da PHMB, droga amplamente utilizada no
tratamento de ceratite por Acanthamoeba spp. Entretanto, deve-se realizar uma analise
em trabalhos futuros do efeito dos corticoides no metabolismo da Acanthamoeba spp
antes de se sugerir uma ampliacdo da indicacdo do uso desta classe de medicacdo no
tratamento da CA. Com relacdo a escolha do tipo de corticoides, o Acetato de
Prednisolona 1% e a Dexametasona 0,1% apresentaram comportamento semelhante a
nivel celular.

Além disso, observou-se ser reversivel a toxicidade medicamentosa no
microambiente corneano apds a suspensdo das drogas comumente empregadas na CA.
Por fim, uma vez optado por uma terapia combinada de corticoide e PHMB, sugere-se o
uso de PHMB na concentragao de 0,02%, de modo que o uso da PHMB 0,04% mostrou
ser lesiva ao metabolismo celular da cérnea. E importante salientar que novos estudos
devem ser conduzidos com o intuito de se quantificar a concentragao final de PHMB nas
diferentes camadas do tecido da cérnea apds a sua instilacdo.

Os dados expostos sao de grande impacto no campo social e de salde, uma vez
gue o tratamento da CA carece de uma normatizacdo na literatura no que diz respeito
principalmente as drogas que devem ser empregadas, sua concentracao e sua posologia.
Dessa forma, o presente estudo norteia um padrdo terapéutico presuntivo do uso dos
biocidas e corticoides disponiveis atualmente, através no conhecimento do mecanismo

de acdo no microambiente metabdlico das células corneanas.
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11. CONCLUSAO

Com base no presente estudo, pode-se concluir que a PHMB isoladamente ou
em associacdo com corticosterdides apresenta uma maior toxicidade quando
comparada aos corticoides isolados, tanto para as HCEC quanto para as SIRC. Notou-se
uma tendéncia para a recupera¢ao metabdlica celular apds a retirada do meio de cultura
das biguanidas e / ou dos corticosterdides. Esta tese contribui para evidenciar que o
acréscimo de corticosterdides ndo altera consideravelmente o grau de toxicidade da
PHMB as células da cérnea. Nao obstante, PHMB 0,02% é preferivel nos casos de terapia

combinada na CA.
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12. ANEXOS

CARTA DE APROVAGCAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

11
IREI[[[IINNN

+emt Comut E Frica em Pesquisa Sh

530 Paulo, 28 de agosto de 2013
CEP M 550083

limafa). Srial

Pesquisador(a) Denise De Freitas
Depto/Disc: Oftalmologia

Dienise De Freitas (orientador)

Titulo do projeto: "Pesquisa translacional reversa e medicina de precisio em Ofalmolegia e Ciéncias Visuais".
Parecer Consubstanciade do Comité de Etica em Pesquisa UNIFESPHSP

O estudo pretende estudar os fatores moleculares envolvidos nas disfuncdes associadas a diferentes estruturas do olho,
visando potenciais aplicagfes no diagnéstico precoce e processos terapéuticos. FPara isso, serdo utlizadas técnicas de
biclogia celular @ molecular, utilizando células imortalizadas, comercialmente disponiveis, segundo a estrutura do olho que
se pretende estudar, e microrganismos isolados. O estudo & relevante para o desenvelvimento de linhas de pesquisa
voltadas aos processos celulares e moleculares envolvidos em diferentes campos de estudo da oftalmologia e ciéncias

visuais, como comea e anexos, refina, estrabismo e glaucoma.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de 530 Paulo/Hospital S50 Paulo. na reunio de 22/08/2013.
AMALISOU & APROVOU o protocolo de estudo acima referenciado. A partir desta data, & dever do pesquisader:

1. Comunicar toda e qualguer alteragio do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualguer evento adverse ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesguisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
auditoria dos orgaos competentes.

4. Relatérios parciais de andamento deverio ser enviados anualmente ac CEP até a conclusdo do protocolo.

Alenciosamente,

Ve

Praf. Dr. Jose Gsmar Medina Pestana
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de SAo Paulo/Hospital 380 Paulo

SEODa%
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