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LISTA DE ABREVIAGOES

TC: transplante de cérnea

AABO: Academia Americana de Banco de Olhos

TP: transplante penetrante

EUA: Estados Unidos da Ameérica

AEBO: Associagao Europeia de Banco de Olhos

CIM: concentragao inibitoria minima

RC: raz&o de chances

IC: intervalo de confianca

DMEK: do inglés Descemet membrane endotelial keratoplasty
MRSA: do inglés methicilin-resistent Staphylococcus aureus (Staphylococcus
aureus meticilina-resistente)
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UFC: unidades formadoras de colonias
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INTRODUCAO

A endoftalmite pos transplante de cornea (TC) é uma complicagao rara,
no entanto apresenta alta morbidade. Sua incidéncia varia entre 0,05% a
0,77%". A Associagdo Americana de Banco de Olhos (AABO) recentemente
reportou uma tendéncia ao aumento da incidéncia de infeccdo fungica apés
TC, além de referir o dobro de infec¢des fungicas apés transplantes endoteliais
do que transplantes penetrantes (TP), embora ndo tenha sido estatisticamente
significativo?. Além disso, a percentagem de endoftalmites apds TC atribuidas
aos fungos em comparagao as bacterianas cresceu de 10% em 1991 para 63%
em 201023, As espécies de Candida, especialmente a Candida albicans e, em
menor propor¢ao, a Candida glabrata, tém sido responsaveis por praticamente
todos os casos reportados de infecdo fungica pos TC nos Estados Unidos da

América (EUA)".

Até o momento, ndo ha comercialmente nenhum meio de preservacao
hipotérmico de cérnea com adigdo de antifungico. Além disso, os indicadores
colorimétricos de contaminagdo microbiana nao detectam a contaminacao
fungica2. O Optisol-GS (Bausch & Lomb Inc), um dos meios mais utilizados no
mundo inteiro, contém suplementacdo dos antibiéticos gentamicina e
estreptomicina. A adigdo desses antibidticos por volta de 1990 fez a incidéncia

de endoftalmite bacteriana declinar?.

Os estudos demonstram um risco relativo de ceratite fungica 3 vezes

maior do que aqueles provocados por ceratite bacteriana em cérneas



preservadas por mais de 4 dias, podendo essa taxa ser maior quanto maior o

tempo de preservagao®.

O meio de cultura de 6rgdos comumente utilizado na Europa contém
adicado do antifungico anfotericina B na concentragédo de 0,25ug/ml. Esse meio
€ mantido em temperatura de 30-37°C, sendo que alguns estudos demonstram
uma taxa menor de contaminagédo e infecgcdo fungica pds-operatéria quando
utilizado a cultura de érgéos, quando comparado as praticas norte americanas
de armazenamento em hipotermia de 2-8°C 67. Essas diferencas
possivelmente sdo atribuidas a adicado da anfotericina B nos meios de cultura
de 6rgéos. De acordo com a Associagédo Europeia de Banco de Olhos (AEBO),
a incidéncia de endoftalmite pés TP utilizando meio de armazenamento em
hipotermia era de 0,56% comparado com apenas 0,012% utilizando cultura de

orgaos®.

Ritterband et al.® realizaram um estudo adicionando voriconazol (100
pug/mL) ao Optisol-GS demonstrando uma redugado significativa das taxas de
culturas positivas para fungos quando suplementado com esse antifungico
comparado com o Optisol-GS sem a adigdo de voriconazol (0 versus 7 de 533
culturas positivas; p=0.02). Layer et al.! testaram a adigdo de voriconazol em
diferentes concentragdes inibitorias minimas (CIM), como descrito a seguir:
CIM x1, CIM x 10, CIM x 25 e CIM x 50, com maximo de 50 pg/mL. Para a
anfotericina B, os autores utilizaram as seguintes concentragdes: CIM x 0,25,
CIM x 0,5, CIM e CIM x 10. O voriconazol mostrou-se efetivo em todas as

concentragdes e nao apresentou toxicidade ao endotélio. A anfotericina B nas



duas menores concentragcdes foi menos efetiva para C. glabrata, sendo que
apresentou toxicidade endotelial nas duas maiores concentragdes. De acordo
com Layer et al.', uma possivel explicagdo para a menor eficacia demonstrada
pela anfotericina B frente as espécies de Candida, seria decorrente ao
mecanismo de acdo de cada farmaco. A anfotericina B € um poliénico
considerado fungicida, enquanto que o voriconazol € um triazélico com agéo

fungistatica frente a maioria das espécies de Candida.

Avaliando a necessidade da adicdo de um antimicrobiano com acéao
antifungica ao meio de Optisol-GS, idealizariamos uma substancia de baixo
custo, baixo potencial téxico, menor potencial de resisténcia e alta efetividade.
Baseado nessas condigdes foi vislumbrada a possibilidade do uso da
ciclohexamida. A cicloheximida € um antimicrobiano isolado a partir da bactéria
Streptomyces griseus e que possui um amplo espectro de acao frente a
diferentes bactérias e fungos'’®. Seu mecanismo de agido atua na redugéo da
sintese proteica levando a inibicdo da sintese de DNA'™'. Embora a
morbidade de uma ceratite fungica pds transplante seja alta, a AABO nao
acredita que a adigdo de um antifungico seja justificada pelo seu alto custo,
embora ndo existam estudos de custo-efetividade?. Em virtude do baixo custo
da ciclohexemida e da sua suscetibilidade demonstrada frente a Candida spp.
e fungos filamentares, poderia haver beneficio da adicdo desse antimicrobiano
ao meio Optisol-GS, objetivando a diminuigdo da contaminagao fungica e da

morbidade associada a sua infecgao'>"3.
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REVISAO DA LITERATURA

Endoftalmite pés TC € uma complicagdo rara, mas devastadora com
potencial de perda definitiva da acuidade visual. A incidéncia relatada pos
TP varia de 0,08% a 1,05% 2. Em uma revisdo sistematica da literatura,
Taban M et al.* estimaram uma incidéncia média de endoftalmite aguda de
0,382% baseado em 90549 TC penetrantes no periodo de 1972 a 2002.
No entanto, relatam uma diminuigcdo das taxas ao longo das décadas,
sendo 0,392% entre os anos de 1972 a 1999 e 0,2% entre 2000 e 2003,
representando uma queda de quase 2 vezes na sua incidéncia (RC 1.96;
IC 95%: 1.01-3.8). Nesse estudo néo foi avaliado a presencga dos tipos de
microrganismos envolvidos. Outro estudo do Reino Unido avaliou a
incidéncia de endoftalmites em 11320 TP entre os anos de 1999 e 2006,
encontrando uma incidéncia de 0,67% e sendo isolado o agente etiolégico
em apenas 13 casos (54%), dos quais 4 eram fungos. Os fatores
associados ao aumento do risco de endoftalmite apds analise multivariada
foi a causa morte por septicemia ou infec¢ao associada ao doador (RC 4.4,
IC 95%: 1.8-10.8, p<0,001), casos de alto risco incluindo pacientes com
indicagao por ceratite infecciosa, trauma ou ulcera corneana (RC 2.8, IC
95%: 1.6-5.0,p<0.0002) ou outras indica¢des de transplante, como visual,
cosmeética ou terapéutica por infeccao severa, perfuragao iminente ou atual
(RC 1.9, IC 95%: 1.2-3.1, p<0.007), com uma sobrevida do enxerto em 5

anos de 27% nos casos que tiveram endoftalmite?.
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A AABO reune um banco de dados dos eventos adversos dos
transplantes das corneas distribuidas pelos varios bancos de olhos dos
EUA, sendo relatada uma incidéncia de endoftalmite de 0,028% no
periodo de 2007 a 2014. Nessa série as endoftalmites foram mais
prevalentes nos transplantes endoteliais (61%) quando comparados aos
penetrantes (37%), esclerais (1%) e por ceratoprotese (1%), demonstrando
uma significancia clinica, embora nao estatistica (p=0,098). Além disso, a
predominancia das culturas positivas foi maior para fungo (65%) versus
bactéria (35%), sendo que a incidéncia de infecgdo fungica aumentou de
2:10.000 casos em 2007 para 16:10.000 em 2013 (p<0,05). O maior
isolado fungico foi a Candida spp. (65%). Os autores postulam que o
aumento da incidéncia de fungo possa ser atribuida a auséncia de adigéao
de um antifungico ao meio de preservacdo e ao maior tempo de
preservagao, em virtude do preparo dos transplantes endoteliais pelo
banco de olhos ', diferentemente das publicagdes de locais como o Reino
Unido em que as cdérneas sdao mantidas em meio de cultura de érgédo que
contém antifingico®. Um estudo recente comparou a incidéncia de
endoftalmite pos TC penetrante versus endotelial, sendo que o risco do
penetrante foi 4 vezes maior que o endotelial (incidéncia 07% x 0,2%
respectivamente), além de um risco de 8 vezes mais alto quando
associado a vitrectomia anterior ou via pars plana. Os autores sugerem

gue essa incidéncia maior apds TC penetrante possa estar associado aos
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casos de piores prognosticos nesse grupo e com maior risco de infecgao e

de necessidade de vitrectomia®.

No continente americano, os meios de preservacdo de cornea
predominantemente utilizados sdo os meios hipotérmicos. Até o presente,
nenhum meio comercialmente disponivel contém antifungico. Apenas na
década de 1990, o meio mais utilizado, Optisol (Bausch and Lomb,
Rochester, Nova lorque), teve adigdo dos antibidticos gentamicina e
estreptomicina (a partir desse momento sendo denominado Optisol-GS)
diminuindo a incidéncia de endoftalmite bacteriana pos-TC. Apds a era do
Optisol-GS, o risco relativo relatado de ceratite fungica aumentou 3 vezes
mais que o observado para infecgao bacteriana nas corneas com mais de
4 dias de preservacao®, provavelmente implicado pela diminuicdo das
infecgbes bacterianas, inclusive a recomendagdo da AABO era de nédo
utilizar cérneas para TC endotelial com mais de 12 dias de preservagao
pelo maior risco de infecgdo fungica 8. Outro estudo do conselho consultivo
da AABO relatou 34 casos de infecgéo fungica em 221.664 TC entre anos
de 2007 e 2010. Desses 34 casos relatados, a cultura foi positiva no
doador em 3, no receptor em 12, em ambos em 16 e em 3 casos O
diagndstico foi pelo exame direto com achado de hifas. Microrganismos do
género Candida foram os mais prevalentes, sendo a espécie Candida
albicans relatada em 45%, seguida por Candida glabrata, em 35% dos
casos. Dos 31 casos de culturas positivas, 15 foram em TC endotelial

(0.022%), 14 em TC penetrante (0,012%) e 3 em TC lamelar anterior, mas
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sem diferenga estatistica (p=0076). Embora esse estudo tenha algumas
limitagdes em virtude dos dados serem reportados como efeitos adversos,
podendo ter o viés de ndo serem notificados casos positivos, o achado
mais importante evidenciado pelo estudo é de que aproximadamente 3/4
dos pares de corneas que causaram infeccdo no receptor tinham
comprovagao de cultura positiva no meio e 2/3 resultaram em infecgéo no
receptor. Esses achados corroboram o fato de que um par de coérneas
contaminado por um doador colonizado por fungo pode implicar em
infeccdo pos TC em 2 potenciais receptores. Esses achados fizeram o
conselho consultivo da AABO aconselhar a suplementacdo com

antifingico nos meios de preservagao °.

Diferentemente dos EUA, os bancos de olhos europeus utilizam, na sua
maioria, 0 meio de preservagdo de 6rgaos que pode ser mantido na
temperatura de 28°C a 34°C por até 28 dias. Esse meio contém além dos
antibidticos estreptomicina e penicilina G, o antifungico anfotericina B.
Ambos os meios (hipotérmicos e meios de cultura de érgéos) apresentam
meétodos colorimétricos para detec¢cao de crescimento bacteriano. No
entanto, estes métodos sdo menos confiaveis nos meios hipotérmicos. Um
estudo comparou as incidéncias de infecgbes fungicas de um banco de
dados de 16.862 corneas distribuidas para TC endotelial provindas de 16
bancos de olhos europeus, entre 2012 e 2017. Demonstrou uma taxa de
0,5% de infec¢do fungica quando as corneas eram preservadas em meio

hipotérmico, comparada com uma incidéncia de 0,02% quando preservada
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em meio de cultura de érgdos (p<0,0001) 7. Além disso, os autores
detalham os casos de infecgao fungica, evidenciando que dos 10 casos de
infecgdo fungica, 6 estariam relacionados a contaminacdo de 3 pares de
halos cérneo-esclerais. Isso corrobora o fato que quando ha contaminacao
e infeccdo em um receptor, o par deveria receber profilaxia antifungica
pelo alto risco deste também estar contaminado e poder ocasionar
infeccdo no seu receptor e além disso também sugerem a adicdo de

antifingico nos meios hipotérmicos 7,8

As taxas de cultura positiva dos halos coérneo-esclerais variam na
literatura de 0% a 12% e s&o o principal fator preditor de endoftalmite pds
TC, segundo um estudo com 100% de sensibilidade e 99% de
especificidade®. A cultura positiva para fungo tem alto valor preditivo, pois
aumenta em 247 vezes o risco de endoftalmite fungica, em contraste com
a cultura da cornea doadora positiva para bactéria que apresenta baixa
correlagdo com ceratite ou endoftalmite bacteriana pos TC apesar da
incidéncia elevada de positividade dos halos (12%-39%)32,'°,'1. Vislisel et
al. avaliaram a incidéncia de cultura fungica positiva nos halos corneanos
e a incidéncia de ceratite e endoftalmite pés TC. Eles encontraram uma
taxa de 2.1% de culturas positivas (71/3414), sendo a Candida albicans
(26%), Candida glabrata (23.3%) e Alternaria species (11%) os agentes
infecciosos mais prevalentes. Quatro dos pacientes que tiveram cultura
positiva para fungo desenvolveram ceratite fungica pés TC (3 pos

transplante endotelial automatizado e 1 pds transplante lamelar anterior

16



profundo) mas nenhum desenvolveu endoftalmite 8. Nesse mesmo estudo
a incidéncia de culturas positivas nas cérneas utilizadas para transplante
endotelial foi elevada, sendo que os 23 casos dos 26 halos positivos
utilizados em TC endotelial demominado Descemet membrane endotelial
keratoplasty (DMEK), incluindo os 3 casos que resultaram em ceratite
fungica foram preparados pelo banco de olhos. Esses achados corroboram
os de Aldave e colaboradores que também relacionam uma maior taxa de
infecgdo flungica pés TC endoteliais ®. Os autores sugerem que ao
preparar a cornea pelo banco de olhos o aumento da temperatura do
botdo faga aumentar a proliferagcdo dos fungos e, também, aumentar a
atividade dos antibiéticos no meio de preservacdo promovendo um
microambiente ndo competitivo para o crescimento fungico. Portanto, eles
sugerem utilizar as corneas antes de 4 dias de preservagao em virtude do
risco aumentado apos esse periodo °8. Por outro lado, Mathes et al.
reportam os resultados de 12 anos de um unico banco de olhos né&o
achando correlagédo entre a incidéncia de infecgbes fungicas quando o
tecido era preparado pelo banco de olhos ou pelo cirurgido 2. Um estudo
chinés, com base de dados provinda de um mesmo banco de olhos,
descreve seus achados utilizando um meio de preservacéo hipotérmico a
4°C semelhante ao Optisol-GS chamado de Eusol-C (Alchimia Srl, Italia).
Esse meio, semelhante ao Optisol-GS, também tem adicdo apenas de
antibidtico, contendo somente a gentamicina, diferentemente do Optisol-

GS que contém gentamicina e estreptomicina. Os autores relatam uma
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incidéncia de contaminacao de 8,2% (111/1348), sendo 75,7% bactérias
(maior prevaléncia de gram negativas com Acinetobacter spp. liderando
em 19,8% dos casos) e 24.3% de fungos (maior prevaléncia para Candida
spp. em 9% dos casos). O risco de contaminag¢ao foi maior quanto maior o
tempo de preservacao: 8,3% no grupo de 0-7 dias, 10,3% de 15-21 dias e

15% com mais de 21 dias de preservagédo 3.

Os estudos que avaliaram a taxa de contaminagao dos meios de cultura
de 6rgéos referem uma incidéncia entre 1,8% a 19,4% dependendo da
técnica de preservagdo da cornea e do método de descontaminagéo 4.
Ling et al. encontraram em 6 anos (entre 2011 e 2017) uma taxa de 2,5%
de contaminagdo (110 cérneas de 4410) sendo 57,3% fungos, 21,8%
bactérias e 20,9% germe nao identificado. Candida albicans foi o
microrganismo mais prevalente (34,54%) e representou 60,3% dos fungos
identificados. As taxas de contaminagdo foram mais elevadas no verao
(3,7%) e outono (3,4%) quando comparadas ao inverno (1,6%) e
primavera (1,4%), representando um risco de 2,25 vezes maior no verao
(IC 95%1,16-4,34) e 1,98 maior no outono (IC 95% 1,05-3,71). Essa
variagdo sazonal foi justificada pelos autores pela influéncia da umidade e

temperatura na proliferagéo fangica'.

Ja existem estudos avaliando a eficacia e seguranga da adicdo de

alguns antifungicos 19,1617 1819 e também de antibidticos frente a
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Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA)®® em meios

hipotérmicos.

Ritterband et al. 7 foram os primeiros a estudarem a adigdo do
voriconazol (100 pg/ml) ao meio Optisol-GS. Eles avaliaram 3 aspectos: a
reducdo da positividade das culturas para fungos nos halos corneanos
utilizados em transplantes, sendo que eles dividiam o halo corneano em 2
partes e em uma adicionavam o voriconazol; a toxicidade endotelial do
antifungico; a estabilidade do voriconazol na solugdo e no meio de Optisol-
GS. A taxa de culturas positivas no meio de Optisol-GS sem adigdo do
voriconazol foi de 12,3% (66/533), sendo que desses 7 (10%) foram
fungos, sendo as espécies Candida glabrata e C. albicans as mais
prevalentes. Ja nos halos com adigdo de voriconazol a taxa de
positividade nas culturas foi de 11.1% (59/533), mas ndo houve nenhum
crescimento fungico, sendo estatisticamente significativa essa diferenca
(p=0.015). A toxicidade endotelial foi avaliada com corantes vitais de azul
tripan 0,3% e alizarina vermelha 0,2%. O percentual de células n&o viaveis
que coraram com os 2 corantes foi de 0,17% no grupo com adi¢do do
voriconazol e 0,22% sem a adi¢cdo, ndo sendo estatisticamente diferente
(p<0,05). No teste de estabilidade, a efetividade da suplementacéo do

voriconazol na supressao do crescimento fungico foi entre 6-7 dias.

Outros autores avaliaram a suplementagao de voriconazol e anfotericina

B em diferentes concentragdo no meio Optisol-GS™. A eficacia desses
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antifungicos foi testada em 20 frascos de Optisol-GS sendo dividido em 2
grupos; para o voriconazol foi dividido em: (1) CIM (1 pg/ml), (2) CIM x
10(10 pg/ml), (3) CIM x 25(25 pg/ml), (4) CIM x 50 (50 pg/ml). Para
anfotericina B foram utilizadas as seguintes concentragdes: (5) CIM x 0,25
(0,0625 pg/ml), (6) CIM x 0,5 (0,125ug/ml), (7) CIM (4 ug/ml), (8) CIM x 10
(40 pg/ml), 2 frascos (9 e 10) de Optisol-GS ndo suplementado, mas
inoculado como controle positivo e como controle negativo n&o
suplementado e sem in6culo. Os organismos utilizados e adicionados
foram C. abicans no primeiro grupo e C. glabrata no segundo grupo. Em
virtude da toxicidade da anfotericina B, as concentragbes foram escolhidas
abaixo da CIM. Para o voriconazol foram escolhidos valores acima da CIM
por ter estudos de auséncia de toxicidade, inclusive o trabalho de
Ritterband et al. que adicionou CIM x 100 ao Optisol-GS. Nos dias 2, 7 e
14 foram retiradas uma aliquota de 1ml para cultura. No grupo o qual foi
adicionado a espécie C. albicans ao voriconazol houve crescimento de
unidades formadoras de colénias (UFC/ml) semelhante em todas as
concentragdes do voriconazol e no grupo controle positivo. No grupo com
a adicdo de C. glabrata houve uma reducédo de apenas 70% das UFC/mL
nao havendo relagdo com a dose. Ja no grupo da anfotericina B, n&o
houve crescimento de C. albicans em nenhuma concentragao avaliada, e
no grupo C. glabrata houve crescimento apenas nas menores
concentragdes (CIM x 0,25 e CIM x 0,5), mas reduzindo em 99% e 96%

das UFC/mL, respectivamente. A seguranga foi realizada através da
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avaliagdo do endotélio por microscopia especular no dia 1, 7 e 14. E
através dos corantes vitais de azul de tripan 0,4% e alizarina vermelha
0,5% conforme o protocolo de avaliagcdo endotelial com corantes vitais
descrito por Park et al.?'. Ao ser comparado com o controle, houve apenas
uma diminui¢ao significativa da contagem celular do dia 0 ao dia 7 para a
anfotericina B CIM x 10 (p=0,04), uma tendéncia na concentragado de CIM
x 1 (p=0,07) e para as demais concentragdes no grupo do voriconazol ndo
houve diferencga significativa. O percentual de células ndo viaveis também
foi significativo apenas para anfotericina B em CIM x 10 (78% anfotericina
x 10% controle p=0,02). Esse estudo corrobora com o estudo que avaliou
a efetividade da anfotericina B na concentracdo de 0,25 yg/mL utilizada
amplamente nos bancos de olhos Europeus na suplementacdo do meio de
cultura de 6rgdos '*. Por outro lado, esse estudo é contraditério ao do
Ritterband e colaboradores' que demonstraram uma diminuicdo na
incidéncia de culturas positivas nos halos corneanos, no entanto, esses
autores utilizaram concentragdées 2 x maior (100 yg/mL), o que poderia

justificar essa diferenca.

Brothers et al. '® relataram que, dos 6592 transplantes realizados em
2013, em 2623 (40%) foram realizados cultura e desses 89 (3,4%) tiveram
cultura positiva. Em 32 dos 2623 (1,2%) cresceram fungos, sendo
estatisticamente maior nos tecidos precortados (0,82%) em comparagéo
com tecido nao processado (0,17%) (p>0,01). A taxa global de infecgao foi

maior nos ftransplantes endoteliais (0,27%) comparados com outros
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procedimentos (0,12%), sendo que todas as infec¢gdes pos transplantes
endotelias foram fungicas contra uma em cinco quando os transplantes
eram penetrantes. A hipdtese dos autores era de que essa diferenca de
infeccdo e contaminagdo nos transplantes endoteliais pudesse estar
vinculada ao aumento da temperatura em virtude do preparo do tecido nas
corneas pré cortadas. Assim, eles testaram a adigdo de dois antifungicos,
a caspofungina e o voriconazol ambos na concentragao de 50 uyg/mL em 2
esquemas diferentes de incubagdo e em temperatura ambiente, sendo
inoculadas as espécies C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis. Os
achados demonstraram que, no regime de maior incubagéo a temperatura
ambiente, aumentou significativamente o numero de UFC/mL (p<0,05),
nao havendo aumento significativo quando comparado com o regime de
menor exposi¢cado a temperatura ambiente. A adigdo tanto da caspofungina
quanto do voriconazol diminuiu o numero de UFC/mL mas ndo chegou ao
nivel de serem considerados fungicidas, além de n&o apresentarem
efetividades iguais frente as diferentes espécies de Candida. Os autores
sugerem que a combinagdo de antifungicos poderia ser uma estratégia
para melhorar o desempenho da agdo antifungica, ja que n&o foi

observado um efeito fungicida.

Duncan et al. também testaram a eficacia e seguranca da adigdo de
anfotericina B em diferentes concentragcées (0,06, 0,255 e 0,12 pg/mL).
Embora todas as concentracbes fossem capazes de eliminar o

crescimento fungico no periodo de 7 dias apds serem adicionados ao
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Optisol-GS, apenas a concentracdo de 0,255 pg/mL eliminou o
crescimento fungico nos primeiros 2 dias. Nenhuma concentragéo
apresentou toxicidade endotelial. Os autores sugerem essa concentragao
como ideal, inclusive corroborando com a concentracao utilizada pelos
bancos de olhos europeus, nos quais existe a suplementagdo comercial

dos meios de cultura de 6rgdos com anfotericina B em 0,25 ug/mL °.

Um estudo recente testou a CIM e a concentragcédo fungicida minima
(CFM) da anfotericina B. O diferencial deste estudo foi a inoculagéo das
cepas de leveduras no meio de Optisol-GS contendo a cornea,
mimetizando o microambiente e as condi¢des da cérnea doada pelos
bancos de olhos. A CIM variou entre 1 a 2 yg/mL e a CFM entre 0,5 a 2
pMg/mL. Segundos os autores, o fator de diluicdo nao excede 1:2 entre a

CIM e CFM, portanto, ambas concentragdes sdo consideradas iguais’®.

Em 1985, ainda na era do meio hipotérmico de preservagdo denominado
McCarey-Kaufman, Kowalski et al. avaliaram a CIM, e a CFM da
anfotericina B, natamicina, nistatina e clotrimazol além da toxicidade
endotelial humana e em coelhos. Além disso, os autores também
avaliaram o efeito sinérgico das combinag¢des entre dois, trés e quatro
antifungicos, , sendo que a melhor agéo antifungica foi encontrada para a
associacao envolvendo os quatro farmacos na concentracéo 1/12 da CFM

de cada isolado testado %2.
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A adicdo de uma substancia antimicrobiana a um meio, idealmente
deveria apresentar as principais caracteristicas: baixo custo, baixo
potencial toxico, menor potencial de resisténcia e alta efetividade. Baseado
na necessidade de adicdo de uma medicag&o antifungica ao meio Optisol-
GS e nas caracteristicas mencionadas acima foi vislumbrada a
possibilidade do uso da ciclohexamida junto ao meio de Optisol-GS. A
cicloheximida é um antibiotico com significativa propriedade antifungica.
Ele € composto por um nucleo de dimetil ciclohexanona aderido a um anel
de glutarimida?®2*, E produzido por algumas cepas de Streptomyces

griseus produtora de estreptomicina e age inibindo a sintese de proteina
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A resisténcia adquirida pelos fungos é uma tendéncia importante que
dificulta o sucesso da terapia clinica. Ja existem varias evidéncias de
resisténcia fungica frente ao voriconazol e outros derivados azolicos no
tratamento de Ulceras fungicas 26272829 A resisténcia flungica esta
relacionada ao uso dos derivados azolicos na agricultura e também a
capacidade mutagénica dos fungos. Embora ja exista relatos de
resisténcia frente a cicloheximida 243031 ela tem se mostrado um agente
eficiente para o tratamento de cepas mutagénicas resistentes a multiplos
farmacos 3'. Ainda n&o existem estudos avaliando sua eficacia e
seguranga no tratamento de ulceras fungicas ou sua suplementagéo nos

meios de preservacdo hipotérmicos. Além disso, seu custo € menor
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quando comparado aos outros antifungicos como voriconazol e

anfotericina.
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HIPOTESE
Pergunta: O Optisol-GS suplementado com cicloheximida & seguro e eficaz

para diminuir a concentragao de leveduras?

JUSTIFICATIVA
1. Alto potencial de infecgdo fungica no botdo do receptor quando a
cornea doada esta contaminada com fungo.
2. Alta morbidade e perda do enxerto se houver infecgdo fungica do
receptor.
3. Auséncia de suplementagcdo antifungica nos principais meios de

preservagao de cornea hipotérmicos utilizados no Brasil.
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OBJETIVOS

PRINCIPAL

Avaliar a eficacia da adic&do da cicloheximida no meio de preservagao de
cérnea Optisol GS a fim de obter uma diminuigdo do crescimento fungico de

diferentes espécies de Candida.

SECUNDARIOS

1. Avaliar o perfil de suscetibilidade antifungica da cicloheximida frente
a diferentes espécies de Candida;

2. Avaliar a estabilidade da cicloheximida com e sem o meio de
preservagao em diferentes concentragdes da mesma

3. Avaliar a toxicidade endotelial corneana em diferentes concentracdes

da cicloheximida

33
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Eficacia e seguranca da cicloheximida como aditivo antifungico no

Optisol GS
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Resumo

Introducao: A incidéncia de infecgdo fungica apds transplante de coérnea
aumentou significativamente nos ultimos anos, especialmente Candida spp.
Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia e seguranga da adi¢cado de
cicloheximida no meio Optisol-GS na reducao do crescimento de Candida spp.
Métodos: Estudo laboratorial in vitro que mediu o crescimento fungico em 24
frascos de Optisol-GS sendo divididos em 6 grupos de 4 frascos cada,
conforme: (1) CIM/2 cicloheximida, (2) CIM cicloheximida, (3) CIMx5
cicloheximida, (4) CIMx10 cicloheximida, a partir dos valores de CIM obtidos
para cada cepa, (5) Optisol-GS n&o suplementado mais indculo (controle
positivo) e (6) Optisol-GS n&o suplementado e sem indculo (controle negativo).
Em cada grupo foi adicionado Candida albicans, C. glabrata e C. parapsilosis,
exceto no controle negativo. A partir dos frascos Optisol-GS foram avaliados o
crescimento fungico, além da densidade e viabilidade das células endoteliais
da coérnea em diferentes concentragdes de cicloheximida.

Resultados: No estudo de eficacia, todas as cepas mostraram uma reducao
no crescimento fungico a partir do segundo dia em todas as concentragbes
avaliadas de Optisol-GS suplementado com cicloheximida, mesmo em
concentragdes subinibitorias (CIM / 2). Para C. glabrata, a contagem de
colénias foi reduzida para 99%. No estudo de segurancga, nenhuma evidéncia
de toxicidade endotelial da cornea foi encontrada em qualquer concentragcéo

em comparag&o com o controle pareado.
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Conclusao: A adicado de cicloheximida ao Optisol-GS diminuiu o crescimento
fungico, demonstrando agao fungicida contra C. glabrata e agao fungiostatica
contra C. albicans e C. parapsilosis. Este medicamento ndo demonstrou

toxicidade para o endotélio corneano nas diferentes concentracdes testadas.

Palavras-chave: cérnea, banco de olhos, infecgdo micatica, farmacologia.
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Introdugao

Embora a infecgdo fungica apds o transplante de cérnea seja uma
complicacdo rara, o alto impacto visual e a morbidade dessas infeccbes tém
ocasionado estudos para avaliar a possibilidade de suplementacdo dos meios
de preservacgao da cornea com antifingicos '2. Atualmente, nenhum dos meios
hipotérmicos de preservacdo comercialmente disponiveis contém qualquer
agente de agado antifungica e os indicadores colorimétricos de contaminacéo
microbiana ndo detectam confiavelmente a contaminagéo flngica 3. A cultura

o

de o6rgéos a 34 C é o método mais frequentemente usado para
armazenamento corneano na Europa, enquanto nas Ameéricas, ©
armazenamento hipotérmico a 4 ° C é a preferéncia da maioria dos bancos de
olhos. Uma pesquisa envolvendo 16 bancos de olhos europeus, usando um
banco de dados de 16.662 corneas distribuidas para ceratoplastia endotelial
durante 5 anos a partir de 2012, comparou a incidéncia de infecgédo fungica em
diferentes meios. Como resultado, o estudo demonstrou uma taxa de infeccéo
de 0,5% nos casos em que as corneas foram preservadas em meio
hipotérmico, em comparagdo com uma incidéncia de 0,02% quando as corneas
foram preservadas em meio de cultura de 6rgéos (p <0,0001) 4. A diferenca
provavelmente € em virtude do meio de cultura de 6rgdos ter adicdo de
anfotericina B 0,25 pg / ml em sua formula, diferentemente do meio
hipotérmico, que nao possui aditivo antifungico®.

As espécies de Candida, em particular Candida albicans e C. glabrata,

foram responsaveis por quase todos os casos relatados de infecgdo fungica
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apés o transplante de cornea. Além disso, houve aumento desses
microrganismos apos ceratoplastia endotelial 7. Em 2010, a Associagdo
Americana de Banco de Olhos (AABO) criou um subcomité para investigar o
beneficio da adicdo de suplementos antifungicos aos meios de preservagao de
cornea nos Estados Unidos da América (EUA) 3. Esse subcomité concluiu uma
tendéncia crescente na incidéncia de infec¢des fungicas pos-transplante. No
entanto, a suplementagdo com antifungicos nao foi recomendada devido a falta
de evidéncias suficientes sobre a eficacia, seguranga e custo-beneficio da
suplementacgao antifungica. Alguns estudos avaliaram a eficacia, seguranca e
estabilidade a Iluz da adicdo de anfotericiha B e voriconazol em
armazenamento hipotérmico em varias concentragbes diferentes e
encontraram toxicidade endotelial em alta concentragdo de anfotericina B e
falta de efeito em baixa concentragdo de voriconazol %°.

A cicloheximida é um antibidético com propriedades antifungicas
significativas. E produzida por algumas cepas de Streptomyces griseus
produtoras de estreptomicina e atua inibindo a sintese protéica 78. A selegdo
da resisténcia fungica € uma tendéncia importante e torna a terapia dificil. Ja
existem evidéncias de resisténcia ao voriconazol e outros derivados azdlicos no
tratamento de Uulceras fangicas °'°. A cicloheximida é eficaz para cepas
mutagénicas resistentes a multiplas drogas ', além da vantagem de ter baixo
custo. Ainda n&o ha estudos avaliando sua eficacia e seguranga no tratamento
de Uulceras fungicas ou sua suplementacdo em meios de preservagéo

hipotérmicos. Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia e seguranga da
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adicdo de cicloheximida ao meio Optisol-GS na redugcdo do crescimento das

principais espécies de Candida spp.

Materiais e métodos

Cepas fungicas

Neste estudo trés cepas de Candida spp. de relevancia clinica foram
testadas: C. albicans (CA MS2), C. glabrata (CG 05), e C. parapsilosis (ATCC
22019). As cepas foram analisadas fenotipicamente por Vitek Yeast
Biochemical Card (BioMerieux Vitek - Hazelwood, Missouri, EUA). Todas as
cepas foram obtidas no acervo de micologia do Laboratério de Micologia
Aplicada da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil).
A cepa padrao (ATCC 22019) foi obtida da ATCC (American Type Culture

Collection, Manassas, VA, EUA) e usada como controle.

Teste de sensibilidade a antifungicos

A concentragdo inibitoria minima (CIM) das cepas fungicas
selecionadas para este estudo foi determinada pelo método de microdiluicdo
em caldo, de acordo com o protocolo M27-A3 12,13. As cepas C. albicans (CA
MS2), C. glabrata (CG 05) e C. parapsilosis (ATCC 22019) foram testadas. A
solugédo contendo cicloheximida foi preparada em meio RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute 1640; Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) pH 7,0

tamponado com MOPS (acido morfolinopropanossulfénico; Dynamic, Diadema,
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Sao Paulo, Brasil), duas vezes a concentragao a ser testada, variando de 250 -
0,97 pg / ml). O indculo fungico foi preparado em solugdo salina estéril 0,85%
(Dynamic; Diadema, Sao Paulo, Brasil), contendo cultura de células com 24 h
de crescimento em Agar Sabouraud Dextrose (SDA - HiMedia, india) a 35 ° C.
A suspensdo fungica foi ajustada para escala de 0,5 McFarland,
aproximadamente 1,0 - 5,0 x 106 CFU / ml, em um espectrofotdmetro (GT220,
Global Trade Technology) a 530 nm. Em seguida, duas diluigcbes
subsequentes, a 1:50 e 1:20, foram realizadas para obter uma concentracio de
células de aproximadamente 1,0 - 5,0 x 103 CFU / ml. O ensaio foi realizado
em microplacas de poliestireno estéreis de 96 pogos. Apds microdiluicdo da
cicloheximida em meio RPMI 1640 na proporgao de 1: 1, foi adicionado o
in6culo fungico. Da mesma forma, na proporgdo de 1: 1 o antifungico foi
adicionado as microplacas, resultando em uma concentragédo fungica de 0,5 -
2,5 x 103 UFC / ml em cada microplaca. As microplacas foram incubadas a 35
° C por 48 h. Os valores de CIM foram determinados como as menores
concentragbes capazes de inibir 100% do crescimento visual do fungo. Os
mesmos procedimentos foram realizados para testar o meio de preservacao da
cornea, Optisol-GS (Bausch and Lomb, U.S.A), este foi usado para substituir o

meio RPMI 1640.

Estudo de Eficacia
Vinte e quatro frascos estéreis de Optisol-GS foram divididos em 6 grupos de 4

frascos cada. Cada grupo de 4 frascos foi criado da seguinte forma: (1) CIM / 2
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cicloheximida (2) CIM cicloheximida, (3) CIMx5 cicloheximida, (4) CIMx10
cicloheximida, a partir dos valores de CIM obtidos para cada cepa, (5) Optisol-
GS nao suplementado como controle positivo (mais indculo) e (6) Optisol-GS
nao suplementado como controle negativo (sem in6culo). Em cada grupo foi
adicionado uma cepa de Candida spp., exceto no controle negativo. Todos os
experimentos foram realizados em quadruplicata, totalizando 24 frascos. Neste
estudo, C. albicans (CA MS2), C. glabrata (CG 05) e C. parapsilosis (ATCC
22019) foram testados. As cepas foram cultivadas em SDA por 24 h a 35 ° C.
As colbnias foram colhidas das placas e suspensas em agua estéril para obter
turbidez equivalente a 0,5 padrdo de McFarland (1 - 5 x 106 UFC / ml). Em
seguida, as suspensdes fungicas foram diluidas para aproximadamente 2,5 x
103 UFC / ml para os grupos 1 a 5. Todos os frascos de Optisol-GS foram
refrigerados a 2 a 8 ° C de acordo com as recomendacgdes do fabricante. Apds
2, 7 e 14 dias de incubacgao, 1 ml de solugao foi removido e aliquotas de 10 e
100 pL foram diluidas 1:10 com agua estéril para minimizar qualquer transporte
de cicloheximida. Em seguida, as amostras foram imediatamente retiradas de
1ml de solugdo e cultivadas em SDA. Em seguida, todas as placas foram
incubadas a 35 ° C por 36 h para posterior contagem de colbnias fungicas
viaveis nas placas. A metodologia seguiu Layer e cols. ' com modificagées.

O teste ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Dunnett foi
realizado para avaliar a eficacia da redugcdo de Candida nas diferentes
concentragdes de cicloheximida adicionadas ao Optisol e comparadas ao

controle. P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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Estudo de Seguranga

Cinco pares de cérneas de doadores impréprios para transplante por
sorologia positiva foram obtidos no Banco de Olhos do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Dois pares de corneas foram usados para testar a cicloheximida
em CIM e 3 pares para testar a concentragdo de cicloheximida em CIMx10.
Aleatoriamente, por sorteio, a cérnea selecionada foi colocada em Optisol-GS
suplementado com cicloheximida, e a outra cérnea do par foi colocada em
Optisol-GS nao suplementado como controle. Todas as cérneas tiveram a
densidade de células endoteliais (DCE) avaliada por microscopia especular
(Konan KSS-EB10) no dia 0 e apés 3 e 14 dias de suplementagdo com
cicloheximida. O teste t pareado foi usado para comparar a alteragdo média no
DCE entre os controles e Optisol-GS suplementado de 0, 3 e 14 dias. Para
analises estatisticas, um valor conservador de uma perda de 500 células / mm?
foi usado quando o DCE era indeterminado devido a incapacidade de visualizar
quaisquer bordas celulares claras, o que foi considerado secundario a dano
endotelial grave. A coloragdo de corante vital do endotélio da cornea do doador
foi realizada em todas as corneas no dia 14. Os corantes usados foram 0,4%
de azul de tripan (Sigma-Aldrich Corp), um corante vital que cora células
endoteliais gravemente danificadas e mortas e 0,5% de vermelho de alizarina (
GFS Chemical, Inc), que cora as bordas das células e areas desnudas da
membrana de Descemet. A coloragao foi realizada com base em um protocolo
publicado por Park e colegas'. Cada cérnea do doador foi colocada em uma

placa de cultura com o endotélio voltado para cima. O endotélio foi coberto com
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varias gotas de azul de tripan 0,4% durante 60 segundos. O azul de tripan foi
entdo gentilmente removido e a cornea foi lavada com solugdo salina
tamponada com fosfato. A cornea foi entdo imersa em 0,5% de vermelho de
alizarina por 90 segundos, seguido de enxague com solugéo salina tamponada
com fosfato. Uma trepanacédo de 8 mm foi usada para cortar a cornea central e
entdo transferida para laminas de microscopio com o endotélio voltado para
cima. O endotélio foi examinado em microscépio Optico Olympus BX51
(Olympus, Alemanha) com aumento de 200x, acoplado a uma camera digital
Olympus. Cinco fotografias de diferentes campos da cornea central e
paracentral foram tiradas para cada cérnea. Em cada fotografia, células viaveis
e nao viaveis (coradas com azul de tripan) foram contadas por dois
examinadores cegos, e a porcentagem média de células n&o viaveis (0 numero
de células de azul de tripan dividido pelo numero total de células) foi calculada
para cada cornea e cada examinador (Figura 1). O coeficiente de correlagéo
intraclasse foi utilizado para avaliar se havia correlacdo de médias entre os dois
examinadores. O teste t pareado foi usado para comparar a média dos 2
examinadores da porcentagem de células n&o viaveis (0 numero de células do
azul de tripan dividido pelo numero total de células) entre os controles e

Optisol-GS suplementado.
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Figura 1. Endotélio corneano corado com azul de tripan 0,4% e vermelho de

alizarina 0,5% (as setas indicam azul de tripan positivo).

Resultados

Dentre as espécies de Candida avaliadas, CA MS2, CG 05 e ATCC
22019 foram sensiveis a cicloheximida no meio RPMI e ao Optisol-GS
suplementado com este antimicrobiano no tempo zero (t = 0), demonstrando
valores de CIM entre 1,95 - 62,5 ug / ml para ambas os meios. Apos 14 dias (t
= 14) de incubacdo em Optisol-GS suplementado com cicloheximida, houve um
aumento nos valores de CIM deste farmaco contra todas as cepas testadas
(CIM = 3,90 - 125 pg / ml). Além disso, apos 14 dias de incubacao, a
suplementagédo com cicloheximida em meios RPMI e Optisol-GS foi mais eficaz

contra as cepas CG 05 e ATCC 22019 (CIM = 3,90 pg / ml) (Tabela 1).
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Tabela 1. Determinagédo dos valores de CIM (ug / ml) para cicloheximida em
meio RPMI e em Optisol-GS no tempo zero (t = 0) e apos 14 dias de incubagao

(t = 14).

Cepas Meio RPMI Optisol-GS*° Optisol-GS™'4
CA MS22 62.5 62.5 125.0

CG 05° 1.95 1.95 3.90

ATCC 22019°¢ 3.90 1.95 3.90

aCandida albicans, °C. glabrata, °C. parapsilosis; CIM: Concentracéo Inibitéria
Minima; Concentragédo da cicloheximida testada em meio RPMI e Optisol-GS:

250,0 pg / ml; Meio RPMI: meio Roswell Park Memorial Institute 1640.

Estudo de eficacia

As trés cepas sensiveis ao Optisol-GS suplementado com clicloheximida
de Candida spp. (CA MS2, CG 05 e ATCC 22019) foram submetidas ao estudo
de eficacia. Como resultado, todas as cepas apresentaram redugao no
crescimento das células fungicas a partir do segundo dia de incubagdo em
Optisol-GS suplementado com cicloheximida, em todas as concentragdes
avaliadas, mesmo em concentragdes subinibitorias (CIM / 2) (Figura 2). Para a
cepa CG 05 (Figura 2b), houve reducéo expressiva na contagem de coldnias a

partir do 2° dia. Essa reducdo tornou-se mais acentuada até o 14° dia,
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principalmente nas concentragdes de CIMx5 e CIMx10, em que a contagem de
colénias foi reduzida em 99%. Para o CA MS2 (Figura 2a), houve redugdo do
crescimento do fungo a partir do 2° dia, que se manteve constante até o 14° dia
em todas as concentragdes avaliadas. ATCC 22019 (Figura 2c) apresentou
redugao expressiva do crescimento a partir do 7° dia, permanecendo constante
até o 14° dia, com reducédo de células viaveis variando entre 77 e 92%.

Para todas as cepas houve redugao significativa do numero de células
viaveis em todas as concentragdes de ciclohexeamida avaliadas quando
comparadas ao controle ndo tratado (P <0,05), demonstrando a eficacia desse

farmaco contra Candida.

a CAMS2 . b CGos _C ATCC 22019

Figura 2: Grafico de eliminagcdo de tempo ou concentragdo de unidade
formadora de colénia (CFU / ml) ao longo do tempo (0, 2, 7 e 14 dias) de: a) C.
albicans (CA MS2), b) C. glabrata (CG 05 ) e c) C. parapsilosis (ATCC 22019)
em Optisol-GS suplementado com cicloheximida em CIM/2, CIM, CIMx5 e
CIMx10.0 asterisco (*) significa que houve diferenga estatistica quando

comprado com o controle sem tratamento (p<0.05).
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Estudo de Segurancga

Houve uma reducéo na DCE do dia 0 ao dia 3 de suplementacao e ao
dia 14 em ambas as concentragdes (CIM e CIMx10), mas n&o houve diferenca
na reducdao de DCE entre os controles e seus pares suplementado com
antifungico, conforme mostrado na Tabela 2 . A porcentagem de células
endoteliais inviaveis, conforme determinado por coloracdo com corante vital, foi
semelhante entre os controles e seus pares suplementados com antifungico

em ambas as concentracdes (Tabela 2).

Tabela 2. Mudangas nas variaveis do estudo de seguranca

Variaveis estudadas Concentragdao inibitéria minima da

cicloheximida (CIM)

CIM (ug/ml) CIMx10 (ug/ml)
Média na DCE (DP) dia 0, Numero de células
Cérnea suplementada 2483 (96) 2150 (1247)
Controle 2537 (164) 2816(212)

Valor P 2 controle x suplementado (95% IC)

0.818(-2283-2391)

0.410 (-2109-3443)

Média na DCE (DP) dia 3, Numero de células

Cérnea suplementada

Controle

P valor 2(95% IC)

896 (560)

500 (0)

0.500 (-5427-4635)

1632(1666)

1553(1125)

0.862 (-1796-1638)
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Média na DCE (DP) dia 14, Numero de

células

500 (0) 1176 (739)
Cérnea suplementada

500 (0) 1937 (1515)
Controle

0.232 (-1172-2695)

P valor 2(95% IC)
Média de células endoteliais nao viaveis
no14d, %

82 (8) 57(22)
Cérnea suplementada

64 (42) 34 (16)

Controle

P valor 2(95% IC)

0.705 (-475-439)

0.352 (-106-60)

Média de células endoteliais viaveis no14d, %

Cérnea suplementada

Controle

P valor 2(95% IC)

18 (8)

36 (42)

0.705 (-439-475)

42 (22)

66 (16)

0.352 (-60-106)

Abreviagdes: DCE, densidade de células endoteliais; DP, desvio padrédo; 95% IC: intervalo de

confianca de 95%

@ Calculo usando o teste t pareado
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Discussao

As infecgbes fungicas poOs-ceratoplastia aumentaram
significativamente nos Ultimos anos 3161718 Esse aumento de casos
provavelmente esta associado a ceratoplastia endotelial e os isolados mais
comuns tém sido Candida spp., principalmente C. albicans e C. glabrata >'7. O
outro motivo para esse aumento pode ser o processamento do tecido da
cérnea, especialmente para os transplantes endoteliais, que requerem a
retirada do tecido do meio de armazenamento e o aumento da temperatura do
tecido. Além disso, alguns estudos associam um maior risco de infecgéo
fungica apos o transplante endotelial quando o tecido foi preparado no banco
de olhos em comparagdo com o tecido preparado na sala de cirurgia 2% ou
com tecido preparado pelo cirurgido . Os meios hipotérmicos de preservagéo
de cdérnea sdo os meios mais comumente usados nos EUA e na América
Latina. Nestes meios, a prevaléncia de casos de infecgao fungica foi 8 vezes
maior do que a de infecgdo bacteriana, e a infecgdo fungica foi mais provavel
quando os enxertos foram preparados a partir de coérneas armazenadas em
meio hipotérmico (0,5%) em comparagdo com a cultura de 6rgéos (0,02 %) (p
<0,0001) conforme demonstrado por Lau e et al . Outros trabalhos corroboram
essas menores taxas de contaminacado do tecido doador e de infecgdo pos-
operatéria quando os meios de cultura de érgdos foram usados 41920, Essas
diferencas sao possivelmente atribuidas a auséncia de antifungicos nos meios
hipotérmicos. Ritterband et al. publicou o primeiro estudo sobre a adi¢cdo de

voriconazol (100 pg / ml) ao meio Optisol-GS. A taxa de culturas positivas no
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meio Optisol-GS sem a suplementagédo de voriconazol foi de 12,3% (66/533),
sendo 10% destas (7) representadas por fungos. C. glabrata e C. albicans
foram as cepas mais prevalentes. Nos frascos com adicdo de voriconazol, a
taxa de cultura de positividade foi de 11,1% (59/533), mas ndo houve
crescimento fungico, sendo esta diferenga estatisticamente significativa (p =
0,015). A toxicidade endotelial foi avaliada com corantes vitais de azul tripan
0,3% e alizarina vermelha 0,2%. A porcentagem de células ndo viaveis coradas
com os 2 corantes foi de 0,17% no grupo com adigdo de voriconazol e 0,22%
sem adicdo, o que nao foi significativamente diferente (p <0,05). No teste de
estabilidade, a eficacia da suplementacdo de voriconazol na supressdo do
crescimento flingico foi entre 6-7 dias 6. Nosso estudo encontrou um gréafico de
eliminagcdo de tempo mais precoce que a do voriconazol, comecando no
segundo dia, especialmente, para C. glabrata e C. albicans. Para C.
parapsilosis, esses achados ocorreram um pouco mais tarde, por volta do
sétimo dia.

Outros autores avaliaram a suplementag¢ao de voriconazol e anfotericina
B em diferentes concentragdes no Optisol-GS 14. A eficacia de ambas as
suplementacdes foi avaliada em 20 frascos de Optisol-GS e divididos em 2
grupos: (1) CIM voriconazol (1) ug / ml), (2) CIM x 10 voriconazol (10 pg / ml),
(3) CIM x 25 voriconazol (25 pg / ml), (4) CIM x 50 voriconazol (50 ug / ml), (5)
CIM x 0,25 anfotericina B (0,0625 ug / ml), (6) CIM x 0,5 anfotericina B (0,125
Mg / ml), (7) CIM anfotericina B (4 ug / ml) e (8) CIM x 10 anfotericina B (40 ug /

ml). Foram utilizados dois frascos (9 e 10) contendo meio Optisol-GS inoculado

50



(controle positivo) e apenas meio Optisol-GS (controle negativo). O estudo
testou duas cepas de Candida spp. (C. albicans e C. glabrata). Devido a
conhecida toxicidade da anfotericina B, foram escolhidas concentragdes abaixo
da CIM. O voriconazol, por outro lado, foi escolhido acima da CIM devido a
estudos que relataram auséncia de toxicidade, incluindo o artigo de Ritterband
et al ¢ que adicionou CIMx100 ao Optisol-GS. No grupo que adicionou C.
albicans ao voriconazol houve crescimento semelhante de unidades
formadoras de colbnias em todas as concentragdes de voriconazol e no grupo
controle positivo e no grupo que adicionou C. glabrata houve reducdo de
apenas 70% de unidades formadoras de colbnia, sem relagdo com a dose. No
grupo da anfotericina B, n&o houve crescimento fungico de C. albicans em
nenhuma das concentracdes testadas. Para C. glabrata, o crescimento do
fungo ocorreu apenas nas concentragées mais baixas (CIMx0,25 e CIMx0,5),
mas as unidades formadoras de colbnias foram reduzidas em 99% e 96%,
respectivamente. A seguranga foi alcangada pela avaliagdo do endotélio por
microscopia especular nos dias 1, 7 e 14, e pelos corantes vitais azul de tripan
0,4% e alizarina vermelha 0,5%, de acordo com o protocolo de avaliagcéo
endotelial com corantes vitais descrito por Park et al '*. Em comparagdo com o
controle, houve apenas uma diminuigdo significativa na contagem das células
fungicas do dia O para o 7° dia com a anfotericina B na concentracéo de
CIMx10 (p = 0,04) e uma tendéncia na CIM (p = 0,07). Por outro lado, nas
demais concentragdes e no grupo do voriconazol ndo houve diferenca

significativa. A porcentagem de células ndo viaveis também foi significativa
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apenas na CIMx10 da anfotericina B (78% anfotericina B x 10% controle p =
0,02). Este estudo corrobora o estudo que avaliou a eficacia da anfotericina B a
0,25 pg / ml, amplamente utilizada em bancos de olhos europeus para
suplementar o meio de cultura de 6rgaos 2'?2. Por outro lado, este estudo é
contraditério ao de Ritterband et al.?, que demonstrou diminuigédo na incidéncia
de culturas positivas dos halos corneanos quando suplementados com
voriconazol. No entanto, esses autores utilizaram concentracbes duas vezes

maiores (100 pg / ml) que poderiam justificar essa diferenga.

Em nosso estudo, a suplementacédo do meio Optisol-GS foi realizada
com cicloheximida, um antimicrobiano com conhecida ag¢do antifungica,
caracteristicamente barato e de agao rapida. No estudo de eficacia, observou-
se redugao do crescimento de ceélulas fungicas a partir do 2° dia de incubagéo
em meio Optisol-GS, em todas as concentragbes avaliadas, mesmo em
concentragdes subinibitérias (CIM / 2). Para C. glabrata (CG 05) houve redugéo
expressiva de 99% na contagem de coldnias, no 14° dia nas concentragbes de
CIMx5 e CIMx10. Isso indica que a cicloheximida tem uma agao fungicida
(definida como> 99% de redugcdo na contagem de colbnias) dependente da
concentragdo e do tempo dessa cepa. Para C. albicans (CA MS2) e C.
parapsilosis (ATCC 22019), a cicloheximida apresenta agdo apenas
fungistatica ao longo do tempo, pois foi observada reducao inferior a 99% na
contagem de colbnias. Esses resultados demonstram a excelente atividade
antifungica da cicloheximida contra as principais cepas envolvidas em

infecgbes fungicas apos o transplante de cornea, mesmo em concentragdes
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subinibitérias (CIM / 2). Nossos achados sugerem que o Optisol-GS
suplementado com cicloheximida pode ter um desempenho melhor do que o
Optisol-GS suplementado com voriconazol ou anfotericina B, particularmente
para C. glabrata. Além disso, seu efeito antifungico parece estar presente
mesmo em concentragdes mais baixas, superando os resultados do
voriconazol %%, E a auséncia de toxicidade mesmo em concentracbes mais

elevadas, superando os achados da anfotericina B 51422,

Uma das principais limitacbes de nosso estudo € o tamanho da
amostra de nossa avaliacdo de toxicidade e novos estudos devem ser
realizados para fortalecer nossos achados. No entanto, nossos resultados
sugerem um possivel beneficio na adigdo de cicloheximida ao meio Optisol-GS,
considerando a alta morbidade de uma infecgao fungica apos o transplante de
coérnea. Outra limitacdo do estudo € a nado testagem das diferentes dosagens
de cicloheximida usando levedura inoculada no tecido corneo-escleral em vez
de levedura sozinha em meios de armazenamento para simular melhor o
cenario realista. A espécie Candida parece criar um biofiime em células de
mamiferos, tornando-se mais resistente a drogas azolicas e mais virulenta,
explicando maiores culturas de leveduras positivas no Optisol-GS com o tecido
cérneo-escleral do que no Optisol-GS sozinho.

Como perspectivas futuras, sugerimos estudos que avaliem o
sinergismo de dois farmacos com acao antifungica para diminuir a
concentragdo e a toxicidade de um unico antifungico como ja sugerido por

Kowalski e cols. 23,
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Conclusodes

A adicao da cicloheximida em Optisol-GS diminuiu significativamente a
concentracdo de fungos do tipo levedura a partir do segundo dia de
preservagao. Este antifungico também demonstrou acdo fungicida contra C.
glabrata e acao fungistatica contra C. albicans e C. parapsilosis. A adigdo de
cicloheximida em diferentes concentracbes no Optisol-GS ndo demonstrou
toxicidade para o endotélio corneano mesmo em altas concentragdes. Por sua
acao rapida e baixo custo, a cicloheximida pode ser considerada um possivel

aditivo ao meio hipotérmico de preservacao da cornea.
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Abstract

Background: The incidence of fungal infection after corneal transplant has
increased significantly in recent years, especially Candida spp. This study
aimed to evaluate the efficacy and safety of the addition of cycloheximide in

Optisol-GS media in decreasing the growth of Candida spp. strains.

Methods: An in vitro laboratory efficacy study measured fungal colony growth
in 24 vials of Optisol-GS that were divided into 6 groups of 4 vials each, as
follows: (1) MIC/2 cycloheximide, (2) MIC cycloheximide, (3) MICx5
cycloheximide, (4) MICx10 cycloheximide, from MIC values obtained for each
strain, (5) unsupplemented Optisol-GS as a positive control (plus inoculum),
and (6) unsupplemented Optisol-GS as a negative control (no inoculum). In
each group was added Candida albicans, C. glabrata and C. parapsilosis,
except in the negative control. Fungal colony growth was measured from the
Optisol-GS vials, corneal endothelial cell density, and endothelial cell viability at

different concentrations of cycloheximide.

Results: In the efficacy study, all strains showed a reduction in fungal cell
growth from the second day at all evaluated concentrations of Optisol-GS
supplemented with cycloheximide, even at subinhibitory concentrations (MIC/2).
For C. glabrata, the colony count was reduced to 99%. In the safety study, no
evidence of corneal endothelial toxicity was found at any concentration

compared with the paired control.
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Conclusion: The addition of cycloheximide to Optisol-GS decreased the fungal
growth, demonstrating fungicide action against C. glabrata and fungiostatic
action against C. albicans and C. parapsilosis. This drug did not demonstrate

toxicity to the corneal endothelium at different concentrations.

Keywords: cornea, eye banking, micotic infection, pharmacology.
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Introduction

Although fungal infection after corneal transplantation is a rare complication, the
high visual impact and morbidity of these infections have led to the study of the
possibility of supplementation of corneal preservation media with antifungal drugs %8
At present, none of the commercially hypothermic preservation media contain any
antifungal action agent and the colorimetric indicators of microbial contamination do not
consistently detect fungal contamination 6. Organ culture at 34°C is the most frequent
method used for corneal storage in Europe, while in North America, hypothermic
storage at 4°C is the preference of most eye banks. A survey involving 16 European
eye banks, using a database of 16862 corneas distributed for endothelial keratoplasty
over 5 years from 2012, compared the incidences of fungal infection. As a result, the
study demonstrated an infection rate of 0.5% in the cases in which the corneas were
preserved in hypothermic media, compared to an incidence of 0.02% when the corneas
were preserved in organ culture media (p < 0.0001) “. This difference is likely because
the organ culture media has been added into the formula 0,25 ug/ml amphotericin B,

which is different from the hypothermic media, which has no antifungal additive’.

Candida species, in particular Candida albicans, and C. glabrata, have
accounted for nearly all reported cases of fungal infection after corneal transplantation.
In addition, there was an increase in this microorganism after endothelial keratoplasty '-
. In 2010, the Eye Bank Association of America (EBAA) created a subcommittee to
investigate the benefit of adding antifungal supplements to corneal storage media in the
United States of America (USA) ©. This subcommittee concluded an increasing trend in

the incidence of postkeratoplasty fungal infection. However, supplementation with
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antifungals is not recommended because of the lack of sufficient evidence regarding the
efficacy, safety, and cost-benefit of antifungal supplementation. Some studies
evaluated the efficacy, safety, and light stability of amphotericin B and voriconazole
addition in hypothermic storage at many different concentrations and found endothelial
toxicity at a high concentration of amphotericin B and lack of effect at a low

concentration of voriconazole 917,

Cycloheximide is an antibiotic with significant antifungal properties.
It is produced by some streptomycin-producing strains of Streptomyces griseus and
acts by inhibiting protein synthesis 232%. Fungal resistance selection is an important
trend and makes therapy difficult. There is already evidence of resistance to
voriconazole and other azole derivatives in the treatment of fungal ulcers 2928,
Cycloheximide is efficient for mutagenic strains resistant to multiple drugs ', in addition
to the advantage of having a low cost. There are still no studies evaluating its efficacy
and safety in the treatment of fungal ulcers or its supplementation in hypothermic
preservation media. This study aimed to evaluate the efficacy and safety of the addition
of cycloheximide in Optisol-GS media in decreasing the growth of the main Candida

spp. strains.

Material and methods

Fungal strains

In this study three Candida spp. strains of clinical relevance were tested: C.

albicans (CA MS2), C. glabrata (CG 05) and C. parapsilosis (ATCC 22019). The strains

66



were analyzed phenotypically by Vitek Yeast Biochemical Card (BioMerieux Vitek -
Hazelwood, Missouri, USA). All strains were obtained from the mycology collection of
the Laboratory of Applied Mycology of the Federal University of Rio Grande do Sul
(Porto Alegre, Brazil). The standard strain (ATCC 22019) was obtained from ATCC

(American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) and used as a control.
Antifungal susceptibility testing

The minimum inhibitory concentration (MIC) of the fungal strains selected for this
study was determined by the broth microdilution method, according to the M27-A3
protocol 3233, The C. albicans (CA MS2), C. glabrata (CG 05) and C. parapsilosis
(ATCC 22019) strains were tested. The solution containing cycloheximide was prepared
in RPMI 1640 media (Roswell Park Memorial Institute 1640; Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA) pH 7.0 buffered with MOPS (morpholinopropanesulfonic acid; Dynamic,
Diadema, Sao Paulo, Brazil), at twice the concentration to be tested, ranging from 250 -
0.97 pg/ml). The fungal inoculum was prepared in a 0.85% sterile saline solution
(Dynamic; Diadema, S&o Paulo, Brazil), containing cell culture with 24 h of growth on
Sabouraud Dextrose Agar (SDA - HiMedia, India) at 35°C. The fungal suspension was
adjusted to 0.5 McFarland scale, approximately 1.0 - 5.0 x 10° CFU/ml, in a
spectrophotometer (GT220, Global Trade Technology) at 530 nm. Then, two
subsequent dilutions, at 1:50 and 1:20 were performed to obtain a cell concentration of

approximately 1.0 - 5.0 x 10 CFU/ml.

The assay was performed on 96-well sterile polystyrene microplates. After

microdilution of cycloheximide in RPMI 1640 media in a 1:1 ratio, the fungal inoculum
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was added. Similarly, in a 1:1 ratio the antifungal agent was added to the microplates,
resulting in a fungal concentration of 0.5 - 2.5 x 102 CFU/ml in each microplate. The
microplates were incubated at 35°C for 48 h. The MIC values were determined as the
lowest concentrations capable of inhibiting 100% of fungal visual growth. The same
procedures were performed to test the corneal preservation media, Optisol-GS (Bausch

and Lomb, U.S.A), this was used to replace the RPMI 1640 media.

Efficacy Study

Twenty four sterile vials of Optisol-GS were divided into 6 groups of 4 vials each.
Each group of 4 vials was created as follows: (1) MIC/2 cycloheximide (2) MIC
cycloheximide, (3) MICx5 cycloheximide, (4) MICx10 cycloheximide, from MIC values
obtained for each strain, (5) unsupplemented Optisol-GS as a positive control (plus
inoculum) and (6) unsupplemented Optisol-GS as a negative control (no inoculum). In
each group was added a Candida spp. strain, except in the negative control. All

experiments were performed in quadruplicate, totaling 24 vials.

In this study, C. albicans (CA MS2), C. glabrata (CG 05), and C. parapsilosis
(ATCC 22019) were tested. The strains were grown on SDA for 24 h at 35°C. Colonies
were harvested from the plates and suspended in sterile water to obtain turbidity
equivalent to 0.5 McFarland standard (1 - 5 x 108 CFU/ml). Then, the fungal
suspensions were diluted to approximately 2.5 x 102 CFU/ml for groups 1 to 5. All vials

of Optisol-GS were refrigerated at 2 to 8°C according to manufacturer
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recommendations. After two, seven and fourteen days of incubation, 1 ml of solution
was removed, and 10, and 100 pL aliquots were diluted 1:10 with sterile water to
minimize any cycloheximide carryover. Then, the samples were immediately taken from
1ml of solution and cultured in SDA. Then, all plates were incubated at 35°C for 36 h for
subsequent counting of viable fungal colonies on the plates. The methodology followed

Layer et al '® with modifications.

Two-way ANOVA followed by Dunnett's test was performed to assess the
effectiveness of cell reduction of Candida cells when different concentrations of
cycloheximide was added to Optisol and compared to the control. P < 0.05 was

considered statistically significant.

Safety Study

Five pairs of donor corneas not suitable for transplantation due to positive
serology were obtained from Hospital de Clinicas de Porto Alegre Corneal Eye Bank.
Two pairs of corneas were used to test cycloheximide at MIC and 3 pairs to test
cycloheximide concentration at MICx10. Randomly, by sortation, the selected cornea
was placed in cycloheximide supplemented Optisol-GS, and the other cornea from the
pair was placed in unsupplemented Optisol-GS as a control. All corneas had endothelial
cell density (ECD) evaluated via specular microscopy (Konan KSS-EB10) on day 0 and
after 3 and 14 days of cycloheximide supplementation. Paired t test was used to
compare the mean change in ECD between controls and supplemented Optisol-GS

from 0, 3, and 14 days. For statistical analyses, a conservative value of a loss of 500
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cells/mm? was used when ECD was indeterminate because of the inability to visualize
any clear cell borders, which was assumed to be secondary to severe endothelial

damage.

Vital dye staining of the donor corneal endothelium was performed on all corneas
at day 14. The stains used were 0.4% trypan blue (Sigma-Aldrich Corp), a vital dye that
stains severely damaged and dead endothelial cells, and 0.5% alizarin red (GFS
Chemical, Inc), which stains cell borders and denudes Descemet membrane. Staining
was conducted based on a protocol published by Park and colleagues 2'. Each donor
cornea was placed in a culture dish with the endothelial facing up. The endothelium was
covered with several drops of 0.4% trypan blue for 60 seconds. Trypan blue was then
gently poured off, and the cornea was rinsed with phosphate-buffered saline. The
cornea was then immersed in 0.5% alizarin red for 90 seconds, followed by rinsing with
phosphate-buffered saline. An 8 mm trephine was used to cut the central cornea and
then transferred to microscope slides with the endothelium facing up. The endothelium
was examined under an Olympus BX51 light microscope (Olympus, Germany) at 200x
magnification, attached to an Olympus digital camera. Five photographs of different
fields of view within the central and paracentral cornea were taken for each cornea. In
each photograph, viable and nonviable cells (stained with trypan blue) were counted in
a given area by two blinded examiners, and the mean percentage of nonviable cells (the
number of trypan blue cells divided by the total number of cells) was calculated for each
cornea and each examiner (Figure 1). The intraclass correlation coefficient was used to
assess whether there was a correlation of means between the two examiners. Paired ¢

test was used to compare the average of the 2 examiners of percentage of nonviable
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cells (the number of trypan blue cells divided by the total number of cells) between

controls and supplemented Optisol-GS.

Figure 1. Corneal endothelium stained with 0.4% trypan blue and 0.5% alizarin red

(arrows indicate positive trypan blue).

Results

Among the evaluated Candida species, CA MS2, CG 05 and ATCC 22019 were
sensitive to cycloheximide in the RPMI media and to Optisol-GS supplemented with this

antimicrobial at zero time (t=0), demonstrating MIC values between 1.95 - 62.5 pg/ml for
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both media. After 14 days (t=14) of incubation in Optisol-GS supplemented with
cycloheximide there was an increase in MIC values of this drug against all strains tested
(MIC = 3.90 — 125 pg/ml). In addition, after 14 days of incubation, supplementation with
cycloheximide in both RPMI and Optisol-GS media was more effective against CG 05

and ATCC 22019 strains (MIC = 3.90 pg/ml) (Table 1).

Table 1. Determination of MIC values (ug/ml) for cycloheximide in RPMI media and in

Optisol-GS at time zero (t=0) and after 14 days of incubation (t=14).

Strain RPMI media Optisol-GS™° Optisol-GSt'*
CA MS22 62.5 62.5 125.0

CG 05° 1.95 1.95 3.90

ATCC 22019¢ 3.90 1.95 3.90

aCandida albicans, °C. glabrata, °C. parapsilosis; MIC: Minimum Inhibitory Concentration; Concentration
of cicloheximide tested in RPMI media and Optisol-GS: 250.0 pg/ml; RPMI media: Roswell Park

Memorial Institute 1640 media.

Efficacy study

The three Candida spp. strains sensitive to Optisol-GS supplemented with
clicloheximide (CA MS2, CG 05, and ATCC 22019) were submitted to the efficacy
study. As a result, all strains showed a reduction in fungal cell growth from the second

day of incubation in Optisol-GS supplemented with cycloheximide, at all evaluated
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concentrations, even at subinhibitory concentrations (MIC/2) (Figure 2). For the CG 05
strain (Figure 2b), there was an expressive reduction in the colony counts from the 2nd
day. This reduction became more pronounced until the 14th day, mainly at MICx5 and
MICx10 concentrations, in which the colony count was reduced to 99%. For CA MS2
(Figure 2a), there was a reduction in fungal growth after the 2nd day, which remained
constant until the 14th day at all concentrations evaluated. ATCC 22019 (Figure 2c)
showed an expressive reduction in growth from the 7th day, remaining constant until the

14th day, with a reduction viable cells ranging between 77 and 92 %.

For all strains there was a significant reduction in the number of viable cells at all
cyclohexeamide concentrations evaluated when compared to the untreated control (P

<0.05), demonstrating the anti-Candida efficacy of this drug.

a CAMS2 . b CGos . C ATCC 22019

:{}
'
‘
FUmL

Log;, CFUML

Figure 2: Time-kill plot or colony forming unit concentration (CFU/ml) over time (0, 2, 7,
and 14 days) of: a) C. albicans (CA MS2), b) C. glabrata (CG 05) and c) C. parapsilosis

(ATCC 22019) in Optisol-GS supplemented with cycloheximide at MIC/2, MIC, MICx5
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and MICx10. The asterisks (*) indicate statistical difference when compared to the

untreated control (*P < 0.05).

Safety Study

There was a reduction in ECD from day 0 to day 3 of supplementation and day

14 at both concentrations (MIC and MICx10) but appeared to be no difference in ECD

reduction between paired controls and antifungal-supplemented Optisol-GS, as shown

in Table 2.

The percentage of nonviable endothelial cells as determined by vital dye staining

was similar between their paired controls and antifungal supplemented Optisol-GS at

both concentrations (Table 2).

Table 2. Changes in Safety Study Variables

Study Variables

Cycloheximide

Concentration (MIC)

Minimum

Inhibitory

MIC (ug/ml) MICx10 (ug/ml)
Mean in ECD (SD) day 0, No of cells
Study cornea 2483 (96) 2150 (1247)
Control 2537 (164) 2816(212)

P value 2 control x supplemented (95% CI)

0.818(-2283-2391)

0.410 (-2109-3443)

Mean in ECD (SD) day 3, No of cells
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Study cornea

Control

P value 2(95% CI)

896 (560)

500 (0)

0.500 (-5427-4635)

1632(1666)

1553(1125)

0.862 (-1796-1638)

Mean in ECD (SD) day 14, No of cells

Study cornea 500 (0) 1176 (739)

Control 500 (0) 1937 (1515)

P value 2 (95% CI) 0.232 (-1172-2695)
Mean nonviable endothelial cells at 14d, %

Study cornea 82 (8) 57(22)

Control 64 (42) 34 (16)

P value 2(95% CI)

0.705 (-475-439)

0.352 (-106-60)

Mean viable endothelial cells at 14d, %

Study cornea

Control

P value 2(95% CI)

18 (8)

36 (42)

0.705 (-439-475)

42 (22)

66 (16)

0.352 (-60-106)

Abbreviation: ECD, endothelial Cell Density; SD, standard deviation ; 95% CI: 95% Confidence Interval of

the Difference

@ Calculated using the paired ¢ test

Discussion
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Post-keratoplasty fungal infections have increased significantly in recent years
61214 These increase in cases are probably associated with endothelial keratoplasty
(EK) and the most common isolates have been Candida spp., especially C. albicans
and C. glabrata '®'. The other reason for this increase can be the corneal tissue
processing, particularly for EK, which requires removal of the tissue from the storage
medium and increasing the tissue temperature. In addition, some surveys associated a
greater risk of fungal infection after EK when the tissue was prepared in the eye bank
compared with tissue prepared in the operating room 867 or with surgeons prepared

tissue 19,

Hypothermic media are the most commonly used media in the USA and Latin
America. In these media, the prevalence of cases of fungal infection was 8 times
greater than that of bacterial infection, and fungal infection was more likely when grafts
were prepared from corneas that had been stored in hypothermic media (0.5 %)
compared with organ culture (0.02 %) (p < 0.0001) as shown by Lau and colleagues .
Other papers corroborate lower rates of contamination of the donor rim and
postoperative infection when the organ culture media were used '53435 These
differences are possibly attributed to the absence of antifungals in the hypothermic

media.

Ritterband et al. published the first study about the addition of voriconazole (100
pug/ml) to Optisol-GS media. The rate of positive cultures in the Optisol-GS media
without the supplementation of voriconazole was 12.3% (66/533), of which 7 (10%)
were fungi. C. glabrata and C. albicans were the most prevalent strains. In the rims with

voriconazole addition, the positivity culture rate was 11.1% (59/533), but there was no
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fungal growth, this difference was statistically significant (p = 0.015). Endothelial toxicity
was evaluated with vital dyes of trypan blue 0.3% and red alizarin 0.2%. The
percentage of non-viable cells stained with the 2 dyes was 0.17% in the group with the
addition of voriconazole and 0.22 % without the addition, which was not significantly
different (p < 0.05). In the stability test, the effectiveness of voriconazole
supplementation in suppressing fungal growth was between 6-7 days . Interestingly,
our study found a time-kill plot earlier than voriconazole, starting within the second day,
especially, in C. glabrata and C. albicans strains. For C. tropicalis these findings

occurred slightly later, around the seventh day.

Other authors have evaluated the supplementation of voriconazole and
amphotericin B at different concentrations in Optisol-GS '°. The efficacy of both
supplementations was evaluated in 20 vials of Optisol-GS and divided into 2 groups, as
follows: (1) MIC voriconazole (1 pg/ml), (2) MIC x 10 voriconazole (10 pg/ml), (3) MIC x
25 voriconazole (25 pg/ml), (4) MIC x 50 voriconazole (50 pg/ml), (5) MIC x 0.25
amphotericin B (0.0625 pg/ml), (6) MIC x 0.5 amphotericin B (0.125 pg/ml), (7) MIC
amphotericin B (4 ug/ml) and (8) MIC x 10 amphotericin B (40 pg/ml). Two vials (9 and
10) containing Optisol-GS media inoculated (positive control), and only Optisol-GS
media (negative control) were used. The study tested two Candida spp. strains (C.
albicans and C. glabrata). Due to the known toxicity of amphotericin B, concentrations
below the MIC were chosen. Voriconazole, on the other hand, was chosen over the MIC
due to studies that reported the absence of toxicity, including the paper of Ritterband et
al (') which added MICx100 to Optisol-GS. In the group that added C. albicans to

voriconazole there was a similar growth of colony-forming units in all concentrations of
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voriconazole and in the positive control group and in the group that added C. glabrata
there was a reduction of only 70% of the colony-forming units, with no relation to the
dose. In the amphotericin B group, there was no fungal growth of C. albicans at any
concentration tested. For C. glabrata, fungal growth occurred only at the lowest
concentrations (MICx0.25 and MICx0.5), but colony-forming units were reduced by 99%
and 96%, respectively. Safety was achieved through the evaluation of the endothelium
by specular microscopy on days 1, 7, and 14, and through the vital dyes of trypan blue
0.4% and red alizarin 0.5%, according to the endothelial evaluation protocol with vital
dyes described by Park et al 2'. Compared to the control, there was only a significant
decrease in fungal cell count from 0 to 7th against amphotericin B MICx10 (p = 0.04)
and a trend at MIC (p = 0.07). On the other hand, in the other concentrations and in the
voriconazole group there was no significant difference. The percentage of nonviable
cells was also significant only at MICx10 in amphotericin B (78% amphotericin B x 10%
control p = 0.02). This study corroborates with a study that evaluated the effectiveness
of amphotericin B at 0.25 pg/ml, which is widely used in European eye banks to
supplement the organ culture medium '4'®. On the other hand, this study is
contradictory to Ritterband et al. ', which demonstrated a decrease in the incidence of
positive cultures of corneal rims with supplementation with voriconazole. However,
these authors used concentrations two times higher (100 pg/ml) that could justify this

difference.

In our study, supplementation of Optisol-GS media was performed with
cycloheximide, an antimicrobial with a known antifungal action, which is inexpensive

and works quickly. In the efficacy study, a reduction in fungal cell growth from the 2nd
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day of incubation in Optisol-GS media, in all evaluated concentrations, even in sub-
inhibitory concentrations (MIC/2), was observed. For C. glabrata (CG 05) there was an
expressive reduction of 99% in the colony count, on the 14th day at MICx5 and MICx10
concentrations. This indicates that the cycloheximide has a fungicidal action (defined as
>99% reduction in colony count) dependent on the concentration and time of this strain.
For C. albicans (CA MS2) and C. parapsilosis (ATCC 22019), the cycloheximide
presents only a fungistatic action over the time elapsed, since a reduction of less than
99% in the colony count was observed. These results demonstrate the excellent
antifungal activity of cycloheximide against the main strains involved in fungal infections

after corneal transplantation, even at subinhibitory concentrations (MIC/2).

Our findings suggest that the Optisol-GS supplemented with cycloheximide
may have a better performance than Optisol-GS supplemented with voriconazole or
amphotericin B, particularly for C. glabrata. Furthermore, its antifungal effect seems to
be present even at lower concentrations, overcoming the voriconazole results -1, and
the absence of toxicity even at higher concentrations, surpassing the amphotericin B
findings 191516,

One major limitation of our study is the sample size of our toxicity evaluation and
new studies must be carried out to strengthen our findings. However, our results
suggest a possible benefit in adding cycloheximide to Optisol-GS media, considering
the high morbidity of a fungal infection after corneal transplantation. Another limitation of
the study is the non-testing of the different dosages of cycloheximide using yeast inoculated into

the corneoscleral tissue rather than yeast alone in storage media to better simulate the realistic

scenario. The Candida species seems to create a biofilm in mammalian cells, becoming more
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resistant to azoles drugs and more virulent, explaining higher positive yeast cultures in the

Optisol-GS with the corneoscleral tissue than the Optisol-GS alone

In future perspectives, we suggest studies that assess the synergism of two
drugs with antifungal action to decrease the concentration and toxicity of one antifungal

alone as already suggested by Kowalski et al 22,

Conclusions

Cycloheximide in Optisol-GS decreased significantly the yeast fungal
concentration from the second day of preservation. This antifungal agent also
demonstrated fungicide action against C. glabrata and fungistatic action against C.
albicans and C. parapsilosis. The addition of cycloheximide at different concentrations
in Optisol-GS did not demonstrate toxicity to the corneal endothelium even at high
concentrations. Due to its fast action and low cost, cycloheximide can be considered a

possible additive to the hypothermic corneal preservation medium.
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