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RESUMO

Acanthamoeba spp. sdo patdgenos responsaveis por casos de ceratite
amebiana (CA), uma inflamagdo grave da cornea. A anfotericina B —
desoxicolato (ABDOC) ¢ utilizada no tratamento de ceratites
infecciosas, levando a morte celular pela alteracdo da permeabilidade de
membrana de microrganismos. Problemas sdo relacionados ao uso
topico ocular da anfotericina B, como blefarites, irites e instilacdo
dolorosa. O pré-aquecimento de ABDOC diminui a citotoxicidade do
farmaco pela formagdo de superagregados (hABDOC). A eficacia do
tratamento da CA depende em grande parte, da capacidade do farmaco
em alcancar o tecido alvo escapando das barreiras protetivas do olho.
Neste contexto, os sistemas de geleificagdo in situ termorreversivel
consistem em uma opgdo promissora para a liberacdo tdpica ocular,
devido a biocompatibilidade, baixa toxicidade e alto tempo de
residéncia na superficie ocular. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver uma formulagdo tépica ocular de hABDOC a partir da
preparacdo de um sistema de geleificacdo in situ para o tratamento da
CA. Apds o aquecimento a 70°C por 20min, hABDOC foi incorporada a
um sistema de geleificacdo termorreversivel. A atividade amebicida de
ABDOC e hABDOC foi avaliada frente a trofozoitos e cistos de A.
castellanii (ATCC 50492) e um isolado clinico regional de Floriandpolis
(IC01). As alteragdes celulares em Acanthamoeba spp. foram
monitoradas usando um microscopio invertido durante 48 e 96h e a
contagem celular realizada na cAmara de Fuchs-Rosenthal. Os resultados
mostraram efeito amebicida de ABDOC e hABDOC sob trofozoitos e
cistos. O pré-aquecimento de ABDOC ndo alterou a a¢do farmacol6gica
do farmaco. Para a avaliacdo da citotoxidade em células de mamiferos,
ceélulas de veia umbilical humana (HUVEC) foram desafiadas com
ABDOC e hABDOC por 48h. A viabilidade celular foi avaliada pelo
teste de rezasurina e a hABDOC ndo apresentou citotoxicidade para a
linhagem HUVEC. Desta forma, a ABDOC pré-aquecida associada a
um sistema de geleificacdo in situ termorreversivel demonstra ser um
sistema de promissor para a administracdo tdpica ocular da hABDOC
para a terapéutica da CA.

Palavras—chave: Acanthamoeba spp. Ceratite amebiana. Anfotericina B
pré-aquecida. Superagregados. Sistema de geleificacao in situ.






ABSTRACT

Acanthamoeba spp. are pathogens that causes amoebic keratitis (£
serious inflammation of the cornea. Amphotericin B - deoxycl
(ABDOC) is used in the treatment of infectious keratitis, leading to cell
death by altering the membrane permeability of microorganisms.
Problems are related to its topical ocular use such as blepharitis, irites
and painful instillation. Pre-heating of ABDOC decreases its
cytotoxicity by the formation of superaggregates (hABDOC). The
efficacy of AC treatment depends to a large extent on the ability of the
drug to reach the target tissue by escaping the protective barriers of the
eye. In this context, thermoreversible in situ gelation systems are a
promising option for topical ocular release due to their biocompatibility,
low toxicity and high residence time on the ocular surface. The
objective of this study was to develop a topical ocular topical
formulation of hABDOC from the preparation of an in situ gelation
system for the treatment of AK. After heating at 70°C for 20 min,
hABDOC was incorporated into a thermoreversible gelling system. The
amebicidal activity of ABDOC and hABDOC was evaluated against
trophozoites and cysts of A. castellanii (ATCC 50492) and a regional
clinical isolate from Floriandpolis (IC01). Cellular alterations in
Acanthamoeba spp.. were monitored using an inverted microscope for
48 and 96 hours and the cell count performed in the Fuchs-Rosenthal
chamber. The results showed amebicidal effect of ABDOC and
hABDOC under trophozoites and cysts. The pre-heating of ABDOC did
not alter the pharmacological action of the drug. For assessment of
cytotoxicity in mammalian cells, human umbilical vein (HUVEC) cells
were challenged with ABDOC and hABDOC for 48h. Cell viability was
assessed by the rezasurin test and hABDOC did not show cytotoxicity
against HUVEC. Thus, pre-heated ABDOC associated with a
thermoreversible in situ gelation system proves to be a promising
system for topical ocular topical administration of hABDOC for CA
therapy.

Keywords: Acanthamoeba spp. Amoebic keratitis. Preheated
Amphotericin B. Superaggregated. in situ gelation system.
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1. INTRODUCAO

Amebas de vida livre (AVL) pertencentes ao género
Acanthamoeba estdo distribuidas mundialmente e habitam uma ampla
variedade de nichos ambientais. Dentre as infec¢cdes acantamebianas, a
ceratite amebiana (CA) ¢é a infeccdo mais frequente, com crescente
incidéncia, atingindo principalmente usuarios de lentes de contato
(LORENZO-MORALES et al., 2013; LORENZO-MORALES, KHAN
e WALOCHNIK, 2015; OMANA-MOLINA et al., 2016). A CA ¢é cada
vez mais reconhecida como a causa de infeccéo ocular grave em todo o
mundo, e quando diagnosticada tardiamente, elevam-se as taxas de
complicagbes  clinico-terapéuticas ~ (MARCIANO-CABRAL e
CABRAL, 2003; LORENZO-MORALES, KHAN e WALOCHNIK,
2015; MAYCOCK e JAYASWAL, 2016).

Os tratamentos utilizados sdo inespecificos e baseiam-se no uso
de mdltiplos farmacos, o que leva muitos individuos a recidiva da
infeccdo. Dentre os farmacos recomendados estdo o polihexametileno
biguanida (PHMB), gluconato de clorexidina, diamidinas, isotionato de
propamidina (Brolene®) e hexamidina (Desomedine®). Ainda podem
ser utilizados antifingicos como miconazol, fluconazol, cetoconazol e
vorizonazol (LORENZO-MORALES et al., 2010; LORENZO-
MORALES et al, 2013; LORENZO-MORALES, KHAN E
WALOCHNIK, 2015; MAYCOCK e JAYASWAL, 2016).

Atualmente sdo utilizadas formulagdes oftalmicas que visam a
inativacdo dos cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp., mas a maioria
delas tem atividade antitrofozoitos, e sdo pouco efetivos contra os cistos,
gue podem levar a recorréncia da infeccdo e prolongamento do
tratamento (SCHUSTER e VISVESVARA, 2004a; DART, SAW e
KILVINGTON, 2009; SAEED et al., 2009). A maioria dos casos de CA
evolui para o transplante de c6rnea, porém mesmo ap6s o transplante
pode-se observar a permanéncia de cistos no tecido ocular e
reaparecimento dos sintomas (DART, SAW e KILVINGTON, 2009;
SAEED et al., 2009).

Considera-se neste estudo, a proposicdo de diminuicdo da
toxicidade da Anfotericina B através do seu aquecimento, adaptando-a
para a administracdo ocular em um sistema polimérico de geleificacdo
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in situ, a fim de aumentar a sua disponibilidade e tempo de retencédo
ocular. A anfotericina B ¢ um antifingico poliénico de amplo espectro
de acdo.

O estudo condiz com a necessidade de desenvolvimento de
formas farmacéuticas contendo Anfotericina B para administracao
ocular, que sejam eficazes, aumentem a disponibilidade do farmaco e
gue apresentem efeitos adversos minimos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.3 O género Acanthamoeba

Amebas de vida livre (AVL) do género Acanthamoeba sdo
protozoarios amplamente distribuidos no ambiente e tém sido isoladas
de uma grande variedade de habitats, como aguas doces e salgadas,
lagos, rios, corregos, como também sdo comumente encontradas em
piscinas, agua de torneira e engarrafada, estagdes de “lava-olhos”,
unidades dentarias, maquinas de dialise e sistemas de ar-condicionado
(CAUMO et al., 2009; ALKHARASHI et al., 2015; CHOMICZ et al.,
2015; LORENZO-MORALES et al., 2015).

Acantamoebas sdo consideradas organismos anfizdicos, pois
apesar de existirem naturalmente enquanto organismos livres, também
sdo capazes de causar infeccdes em hospedeiros mamiferos causando
danos (TAWFEEK et al., 2016). Espécies de Acanthamoeba sdo agentes
causadores de infeccBes oportunistas graves em individuos
imunocomprometidos e imunodeprimidos, como a encefalite amebiana
granulomatosa (EAG), lesdes cutaneas, nasofaringeana, infeccéao
pulmonar e renal (DUARTE et al., 2006; VISVESVARA et al., 2007;
TRABELSI et al., 2012; ZAMORA et al., 2014; MORRISON et al.,
2016; EL SAHLY et al., 2017; ONG et al., 2017).

Elas também sdo capazes de causar a ceratite amebiana, uma
infeccdo ocular ndo-oportunista, que atinge principalmente usuarios de
lentes de contato (LC) (Stehr-Green et al., 1987; Mubareka et al., 2006;
Visvesvara et al., 2007; Griin et al., 2014; Siddiqui et al., 2014).

2.2. Aspectos morfolGgicos e ciclo de vida

Acanthamoeba spp. apresentam-se sob duas formas quanto ao
ciclo de vida (figura 1): a de trofozoito, a forma metabolicamente ativa,
capaz de dividir-se, alimentar-se e invadir células do hospedeiro, € a de
cisto, forma de resisténcia em condigdes ambientais adversas
(LORENZO-MORALES et al., 2013).

Os trofozoitos apresentam projecbes aciculiformes da
membrana celular, estruturas denominadas de acantopddios (finos
pseuddpodes), exclusivas do género e importantes para a alimentagéo e
movimento celular (BOWERS e KORN, 1968; SIDDIQUI e KHAN,
2012a). Observa-se no citoplasma a presenca de um vacuolo grande e
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contratil, responsavel pela regulagdo osmética da célula e vacuolos
pequenos responsaveis pela digestao celular (LORENZO-MORALES et
al., 2013). Sua reproducdo é assexuada, ocorrendo por fissdo binaria
(ALKHARASHI et al., 2015). Sdo formas com tamanho de 20 a 40 ym
de diametro, variando significativamente entre isolados pertencentes a
diferentes espécies/gendtipos (CAUMO et al., 2009; LORENZO-
MORALES et al., 2013).

Os cistos apresentam parede externa dupla, constituida de
endocisto e ectocisto. O encistamento permite a resisténcia da ameba
frente a condicGes adversas, tais como: falta de nutrientes, temperaturas
extremas, mudangas no pH, exposicdo a agentes biocidas, radiacdo
ultravioleta e desinfetantes (LLOYD, 2014; ALKHARASHI et al.,
2015). Os cistos sdo tdo resistentes que podem sobreviver no meio
externo por mais de 50 anos (LLOYD, 2014).

Alguns estudos descreveram a composi¢do da parede dos cistos
de Acanthamoeba spp. (BOWERS e KORN, 1968; 1969; CHAVEZ-
MUNGUIA et al., 2005; FOUQUE et al., 2012; LLOYD, 2014). A
celulose é caracterizada como o principal constituinte da parede cistica,
dificultando a permeabilidade de agentes externos como antissépticos e
desinfetantes. Além da glicose, a galactose também ja foi descrita como
componente importante das paredes do cisto de Acanthamoeba spp.
(DUDLEY et al., 2009).

O conteldo lipidico da estrutura da parede do cisto e membrana
do trofozoito de Acanthamoeba spp., apresenta ergosterol e 7-
dehidrostigmasterol, compreendendo aproximadamente 15% dos
lipidios totais do protozoario (SMITH e KORN, 1968; BOWERS e
KORN, 1969). Em Acanthamoeba spp., esses sdo considerados 0s
principais lipidios de membrana, tanto de isolados ndo patogénicos
guanto patogénicos (LLOYD, 2014). Tornam-se, portanto, interessantes
alvos de investigacdo farmacoldgica, uma vez que tanto trofozoitos
quanto cistos apresentam ergosterol em suas membranas (MARTIN-
NAVARRO et al., 2013).
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Figura 1 — Formas de vida de Acanthamoeba spp.

(A) Trofozoito e (B) cisto: N: nacleo; VC: vactolo contratil; EC: ectocisto; EN:
endocisto. Microscopio de contraste de fase (1000X). Fonte: — Laboratdrio de
Estudos de Protozoarios Emergentes e Oportunistas (LAPEO/UFSC).

2.3 Ceratites infecciosas

As ceratites infecciosas consistem na principal causa de perda
de viséo evitdvel no mundo, sendo decorrente da invaséao e proliferacdo
de microrganismos na coérnea, gerando reacdo inflamatoria e
consequente  destruicdo  tecidual (DUARTE, 2016). Muitos
microrganismos podem causar Ulceras de cdrnea, como bactérias,
fungos, protozoarios e virus (MARUJO et al., 2013).

Paises em desenvolvimento apresentam maior incidéncia de
casos de ceratites infecciosas do que paises desenvolvidos. Em paises
em desenvolvimento, trauma ocular tem sido responsavel pela maioria
dos casos, enquanto que em paises desenvolvidos, um dos principais
fatores de risco é uso de lentes de contato (DUARTE, 2016).
Adicionalmente, em paises em desenvolvimento muitos sdo os casos de
Ulceras de cornea ndo adequadamente tratados, isto devido a falta de
medicamentos necessarios, de equipamentos para a realizagcdo de
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exames e cirurgias, como também de profissionais com treinamento
adequado (CAO et al., 2014).

As ceratites infecciosas sdo consideradas problema de saude
publica, consistindo na segunda maior causa de cegueira, atrds apenas
de casos de catarata. A morbidade associada a quadros de infeccbes de
cornea sdo relacionadas a dificuldade de diagndstico e seguimento de
tratamento adequado ao agente etiologico (SOBRAL, 2013). Os casos
de ceratites infecciosas representam as principais indicacGes para
transplantes de cérnea na comunidade médica e sdo consideradas como
emergéncias oculares, pois apresentam rapida progressdo, com ameaca
de baixa visual e potencial para perfuracdo (SOBRAL, 2013; CURRY,
2015).

O custo em salde publica associado a casos de procedimentos
médicos relacionados a doenca de cdrnea é enorme; nos Estados Unidos
sdo realizadas cerca de 1 milhdo de visitas médicas anuais, gerando um
valor de $175 milhGes de ddlares ao sistema de satde publica (COPE et
al., 2015). No Brasil, no primeiro semestre de 2017, constam 3.307
internacbes médicas, gerando o valor de R$ 5.567.502,15 reais no
sistema Unico de saude (SUS). Na regido sul, para 0 mesmo periodo,
totalizaram-se 926 internagdes e R$ 1.363.501,11 reais (DATASUS,
2017).

2.4 Ceratite por Acanthamoeba spp.

A ceratite amebiana (CA) é uma infeccdo grave da cornea,
causada por diversas espécies do género Acanthamoeba (LORENZO-
MORALES et al., 2015). Caracteriza-se pela perda gradual da visdo,
chegando em alguns casos a provocar cegueira (VISVESVARA et al.,
2007; VISVESVARA, 2013). Observa-se um aumento anual do ndimero
de casos no mundo todo, principalmente em usuérios de lentes de
contato, abrangendo aproximadamente 80 a 93% dos casos
(NIYADURUPOLA e ILLINGWORTH, 2006; ALKHARASHI et al.,
2015; LAKHUNDI et al., 2016). Também ocorrem casos relacionados a
traumatismos oculares (10 a 15%), associados a exposicdo a agua ou
solo contaminados, frequentemente em trabalhadores rurais, como
também apos cirurgias oculares (ILLINGWORTH e COOK, 1998;
CARVALHO et al., 2009; PACELLA et al., 2013).

24



O numero de casos de CA diagnosticados aumentou durante os
Gltimos anos, acompanhando o crescente nimero de usudrios de lentes
de contato. Somente nos Estados Unidos s mais de 40 milhes de
usuarios de lentes de contato (COPE et al., 2015). A incidéncia anual de
CA é estimada entre 1 a 10 casos por milhdo de habitante em paises
desenvolvidos (PAGE e MATHERS, 2013; WALOCHNIK et al.,
2015). O principal fator de risco estd associado a mas condicbes de
higiene e manuseio das lentes e estojo de lentes de contato.

Estudos tém demonstrado um aumento significativo do nidmero
de pacientes com ceratite amebiana nos Estados Unidos, Austria,
Inglaterra, Australia, Italia, Nova Zelandia, Iran e Brasil (CARVALHO
et al., 2009; KU et al., 2009; VERANI et al., 2009; LASJERDI et al.,
2011; NIYYATI e REZAEIAN, 2015; WALOCHNIK et al., 2015;
CARNT e STAPLETON, 2016). No Brasil, os dados epidemiol6gicos
sdo escassos, porém alguns relatos de casos e levantamentos de dados
em centros de oftalmologia tém sido publicados (KASHIWABUCHI et
al., 2008; CARVALHO et al., 2009; CARIELLO et al., 2011,
MARUJO et al., 2013)

O estudo conduzido por Carvalho e colaboradores (2009) sobre
a investigacdo de casos de CA em um centro de oftalmologia em Sé&o
Paulo durante duas décadas, relata um aumento ndo linear do nimero de
casos ao longo dos anos. Do total de 581 pacientes investigados, 32%
tiveram diagnostico confirmado para CA, e destes, 82% eram usuarios
de lentes de contato. Sacramento e colaboradores (2005), ao observarem
os fatores epidemiolégicos associados a casos de ceratite infecciosas em
servico universitario do Setor de Doengas externas oculares e cornea
(UNIFESP-EPM 2001 — 2002), relata verificar casos frequentes de
ceratite amebiana, com positividade de 6% dos pacientes investigados.
A maioria dos casos positivos para Acanthamoeba spp. foram
associados ao uso de lentes de contato.

Estudos demostram que o uso de lentes de contato aumenta o
risco para infeccdo por Acanthamoeba spp., devido a possibilidade de
trofozoitos e cistos aderirem ao material que compde as lentes (MOORE
et al., 1987; STEHR-GREEN et al., 1987; IBRAHIM et al., 2009;
STAPLETON e CARNT, 2012; COPE et al., 2015; COPE et al., 2016).
O manuseio incorreto das lentes de contato e dos produtos envolvidos
em sua manutencao podem favorecer a colonizacdo e sobrevivéncia de
microrganismos patogénicos, servindo como fonte de diversos
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microrganismos oportunistas, como bactérias, fungos, protozoarios e
virus (THAKUR e GAIKWAD, 2014; LORENZO-MORALES et al.,
2015). O uso incorreto de lentes de contato também pode afetar a
integridade do epitélio da cornea através de pequenas abrasfes causadas
no olho pelo uso prolongado e por afetar as atividades celulares
metabdlicas (LINDSAY et al., 2007).

Inicialmente, o diagndstico da CA baseia-se na avaliagdo dos
sintomas relatados pelo paciente, histdrico e exame biomicroscopico.
No entanto, os sinais clinicos ndo sdo patogmoénicos para a CA, e em
muitos casos ocorre a identificacdo incorreta do agente etioldgico,
principalmente com ceratite causada por herpes virus e fungos
(CLAERHOUT et al., 2004; ANANE et al., 2008; KOVACEVIC et al.,
2008; LORENZO-MORALES et al., 2015).

Devido as dificuldades no diagnostico clinico e laboratorial da
CA, atualmente ainda ocorrem muitas subnotificacBes, principalmente
pelo desconhecimento do agente etiolégico e poucos laboratérios
especializados para o diagnostico especifico. A maioria dos casos de CA
qguando diagnosticados tardiamente, leva ao aumento de complicagdes
clinico-terapéuticas, que podem acarretar a necessidade de transplante
de cornea e perda incapacitante da acuidade visual (LORENZO-
MORALES et al., 2013; LORENZO-MORALES et al., 2015).

Tipicamente, apenas um dos olhos é envolvido na infeccdo, mas
ha relatos de ceratite bilateral (VISVESVARA et al., 2007; ROBAEI et
al., 2014). Ainda, diversos trabalhos tém relatado casos de coinfeccédo
ocular de Acanthamoeba spp. com Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Fusarium spp. e herpes simplex virus (DINI et
al., 2000; GUPTA et al., 2011; WANACHIWANAWIN et al., 2012;
SHARMA et al., 2013; HONG et al., 2014).

A ceratite amebiana é uma doenca progressiva e dolorosa.
Clinicamente os sintomas estdo ligados & invasdo e a degradacdo dos
componentes da coérnea, resultando em vermelhiddo, lacrimejamento,
fotofobia, opacidade e edema nas péalpebras (DART et al., 2009;
LORENZO-MORALES et al.,, 2013; LORENZO-MORALES et al.,
2015). A dor relatada na ceratite amebiana, provocada por ceratoneurite
radial, geralmente é muito intensa, ndo proporcionalmente relacionada
com o quadro clinico visual e ocorre pelo contato de amebas com as
células nervosas no estroma da cérnea (CLARKE e NIEDERKORN,
2006b; WANG et al., 2014).
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Inicialmente as amebas sdo restritas ao epitélio da cornea, com
erosdes epiteliais puntiformes e tardiamente invadem o estroma,
causando danos, opacidade e inflamacdo, provocados pela presenca de
neutréfilos, gerando um infiltrado em forma de anel, que é tipico da
ceratite amebiana, conforme apresentado na figura 2 (CLARKE e
NIEDERKORN, 2006a; PATEL e MCGHEE, 2009; LORENZO-
MORALES et al., 2015; MAYCOCK e JAYASWAL, 2016).

Além da formacao do abcesso anelar, poderdo ocorrer esclerite,
glaucoma, catarata, perfuracdo da cornea e infeccdes microbianas
secundarias (LORENZO-MORALES et al., 2013; NATH et al., 2013).

Figura 2 — Caso de ceratite por Acanthamoeba spp.

Presenca de infiltrado neutrofilico indicado pela seta. Diagnostico laboratorial
realizado por cultivo e isolamento de trofozoitos e cistos de Acanthamoeba spp., a
partir do raspado da cdrnea do paciente no Laboratorio de Estudos de Protozoarios
Emergentes e Oportunistas, Departamento de Analises Clinicas, Universidade
Federal de Santa Catarina.

Fonte: LAPEO/UFSC.
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2.5 Patogénese da ceratite amebiana

Nos ultimos anos foram feitos progressos significativos para a
compreensdao do mecanismo pelo qual a Acanthamoeba spp. aderem-se
as células do hospedeiro, sendo este o passo fundamental na patogénese
da infeccdo (PATEL e MCGHEE, 2009; WINCK et al.,, 2011,
LORENZO-MORALES et al.,, 2015; MAYCOCK e JAYASWAL,
2016). Faz-se necessaria a adesdo do trofozoito com a superficie do
epitélio da cérnea, através de proteinas de adesdo, mediadas por um
sistema de reconhecimento de carboidratos (PANJWANI, 2010;
ALKHARASHI et al., 2015; NEELAM e NIEDERKORN, 2017).

A principal proteina responsavel pela adesdo dos trofozoitos de
Acanthamoeba spp. ao epitélio da cérnea é a proteina de ligacdo aos
receptores de manose (PLM) (PANJWANI, 2010; ALKHARASHI et
al., 2015). Apos a adesdo, Acanthamoeba spp. produzem serino, cisteino
e metaloproteases, que possuem a capacidade de degradar diversos
substratos  proteicos  (imunoglobulinas, interleucinas, elastina,
fibronectina, colageno tipo I e IV) (OMANA-MOLINA et al., 2016).

A serino-protease MIP-133 produzida induz a apoptose em
células do epitélio da cdrnea, facilitando a penetracdo do trofozoito no
estroma corneano e a degradacdo da matriz de coldgeno que compde a
camada intermediaria da cornea conforme apresentado na figura 3
(NEELAM e NIEDERKORN, 2017). Os trofozoitos de Acanthamoeba
spp. também produzem outras proteinas facilitadoras na invasdo dos
tecidos e a evasdo da resposta imune do hospedeiro (CHAVEZ-
MUNGUIA et al., 2016; OMANA-MOLINA et al., 2016).

As enzimas produzidas pela ameba apés a adeséo trabalham em
conjunto para produzir um efeito citopatico envolvendo o aumento da
concentragdo de Ca*™, mudangas na estrutura do citoesqueleto e
morfologia celular, ocasionando aumento na permeabilidade da
membrana celular, degradacdo da matriz extracelular e a morte da célula
por apoptose (CASTRILLON e OROZCO, 2013). Acanthamoeba spp.
também exercem a sua acdo patogénica através do bloqueio de genes
importantes para o processo de divisdo celular, induzindo a morte
celular e impedindo a regeneracdo do tecido (CASTRILLON e
OROZCO, 2013).
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Figura 3 — Patogénese de Acanthamoeba spp.

. [2] Destruicio doepitélio da cornea
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Adesdo de Acanthamoeba spp. a superficie tecidual através da expressdo de
receptores de Manose e a produgdo de enzimas hidroliticas que degradam a matriz
extracelular, levando a morte celular.

Fonte: Adaptado de Clarke e Niederkorn (2006b).

2.6 Tratamentos da ceratite amebiana

Os tratamentos utilizados para ceratite amebiana sdo
inespecificos, baseados no uso de antimicrobianos, e na maioria das
vezes realiza-se a combinagdo de farmacos (LORENZO-MORALES et
al., 2010; ROBERTS e HENRIQUEZ, 2010). A maioria dos farmacos
utilizados tém acdo sobre os trofozoitos, mas sdo pouco efetivos sobre
0s cistos, ocasionando a recidiva das infeccbes na maioria dos casos
(SCHUSTER e VISVESVARA, 2004a; b; LORENZO-MORALES et
al., 2013; LORENZO-MORALES et al., 2015, MAYCOCK e
JAYASWAL, 2016).

Dentre os farmacos recomendados estdo o polihexametileno
biguanida (PHMB), digluconato de clorexidina (CLX), isotionato de
propamidina (Brolene®) e hexamidina (Desomedine®). Ainda podem
ser utilizados antiflngicos como neomicina, clotrimazol, itraconazol
(TRABELSI et al., 2012). Em casos de infeccdo bacteriana associada,
pode-se ainda utilizar cloranfenicol (CARLESSO, 2014). O tratamento
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da infeccéo ocular é dificil e de longo prazo. Os farmacos de aplicacdo
topica sdo utilizados por dias, a cada hora (NAKAMINAMI et al.,
2017). Posteriormente, o numero de aplicacBes é reduzido, porém o
tratamento pode durar varios meses, chegando muitas vezes até um ano
(LORENZO-MORALES et al., 2010; TRABELSI et al., 2012;
LORENZO-MORALES et al., 2015).

O tratamento da CA quando realizado na fase tardia, podera néo
ter o efeito esperado, fazendo-se necessarias intervencBes cirlrgicas
como ceratoplastia, debridamento e transplante de cornea
(MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; SAEED et al., 2009).
Quando o tratamento ndo é realizado, podera ocorrer ulceracdo da
cérnea, com presenca de infiltrado no estroma, perfuracdo e perda de
visdo (SAEED et al., 2009; LORENZO-MORALES et al., 2015).

2.7 A cornea e administracao topica ocular de farmacos

A cornea ¢ a parte anterior do globo ocular, responsavel pela
refracdo da luz e juntamente com o cristalino faz a focalizagdo da visao
através da pupila para a retina agindo como uma lente fixa (LUDWIG,
2005; PENS, 2008; NAGATA et al., 2015; VEREB et al., 2016).

E uma estrutura limpida, transparente e avascular, nutrida pelo
humor aquoso e liquido lacrimal e composta de cinco camadas: epitélio,
membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet e endotélio
(figura 4) (LUDWIG, 2005). Representa uma barreira de 500 a 700pum
de espessura, ndo somente efetiva contra a entrada de microrganismos,
mas também contra a absorgdo de farmacos (LUDWIG, 2005; VEREB
et al., 2016). As pélpebras e o sistema lacrimal constituem uma barreira
contra laceracdes por particulas, traumas e acdo de microrganismos. O
ato de piscar tem fungdo de distribuir o filme lacrimal pela cdrnea e
conjuntiva, garantindo a hidratacdo. O excesso de lagrima é coletado
pelo saco lacrimal e excretado pelo duto nasolacrimal (ABELHA,
2012).
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Figura 4 — Representacdo esquematica das camadas da cornea.
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Fonte: Adaptado dos bancos de imagens mindthegraph® e dreamstime®.

2.8 Formulagdes poliméricas in situ para administracdo ocular
de farmacos

A aplicacdo tdpica de farmacos nos olhos representa a via
mais popular de administracdo ocular, chegando a alcangar 90% das
formulagdes oftalmicas disponiveis (DA SILVEIRA et al., 2016). Mas,
devido as barreiras protetivas do olho e a rapida perda causada pela
drenagem lacrimal, apenas uma pequena parte da dose administrada
consegue alcancar os tecidos intraoculares, enquanto que o restante é
eliminado via ducto nasolacrimal ou através da absorcdo pela conjuntiva
(EDSMAN et al., 1998; AL KHATEB et al., 2016). Consequentemente,
o0 tempo de residéncia ocular de um farmaco é pequeno e a sua absorgéo
é limitada a menos de 5% da dose instilada (SHASTRI, et al., 2010).
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Dessa forma, sdo necessarias diversas instilagdes por dia para
manter os niveis terapéuticos adequados, e o uso de altas concentragdes
medicamentosas pode ocasionar efeitos colaterais e danos celulares a
superficie ocular (PENS et al., 2008; DA SILVEIRA et al., 2016).

Diversas estratégias sdo estudadas de forma a aumentar a
disponibilidade dos farmacos oftalmicos, dentre elas: o aumento do
tempo de residéncia do farmaco no epitélio da cornea e também o uso de
polimeros que possibilitem aumento de tempo de contato e permitam a
penetracdo do farmaco (MAYOL et al., 2008). O uso de colirios e
pomadas tem a vantagem de permitir um contato sustentado com a
superficie ocular, mas por outro lado podem causar visao turva e induzir
o reflexo de piscar devido a irritacdo e sensacdo de desconforto (PENS
et al., 2008; SHASTRI, D. et al., 2010; DA SILVEIRA et al., 2016;
SHARMA e TANIGUCHI, 2017). Os géis sdo sistemas que aumentam
0 tempo de retencdo na superficie ocular, quando comparados a colirios
convencionais e sdo mais bem tolerados do que as pomadas (ABELHA,
2012).

Novas formulagGes para uso tépico ocular vém sendo
desenvolvidas, entre elas, formulagfes in situ, que consistem de
solucdes de polimeros que podem ser administrados na forma liquida,
mas sofrem uma transicdo de fase para um gel semissélido apds
exposicdo a determinadas condicbes, tais como: mudanca na
temperatura, pH ou presenca de ions e radiacdo ultravioleta (LUDWIG,
2005; NIE et al., 2011; LOU et al., 2014; AL KHATEB et al., 2016).
Géis que sdo afetados por mudangas de temperatura sdo chamados de
géis in situ termoresponsivos (LUDWIG, 2005).

Estas formulagBes oferecem diversas vantagens como a acao
prolongada e sustentada de farmacos quando comparados com 0s
sistemas convencionais de liberacdo de medicamentos, assim como
facilitam a administracdo e reduzem a frequéncia de instilacdo;
melhorando o conforto e adesdo do paciente a terapia (LUDWIG, 2005;
DESTRUEL et al., 2017). A alta viscosidade destes géis garante o
aumento no tempo de residéncia do farmaco e, por consequéncia,
garante um tempo estendido de liberacdo do farmaco (MAYOL et al.,
2008; SHARMA e TANIGUCHI, 2017). Desta forma, colirios de
geleificacdo in situ sdo interessantes, uma vez que sdo gotejados como
uma preparacdo liquida, mas quando em contato com a superficie da
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cérnea passam por uma transicdo em gel induzida pelo ambiente
fisiolégico (ABELHA, 2012).

Poloxamers sdo copolimeros ndo i6nicos de poli (6xido de
etileno) (PEO) — poli (6xido de propileno) (PPO) e sdo disponiveis
comercialmente como Pluronics® (PATEL et al, 2009), cuja estrutura
guimica é apresentada na figura 5. Sdo materiais soliveis em agua que
atraem muito interesse como excipientes farmacéuticos, uma vez que
tém um caréater anfifilico e sdo capazes de interagir com superficies
hidrofdbicas e membranas bioldgicas (AL KHATEB et al., 2016).

Figura 5 — Estrutura do bloco de copolimeros — PEO e PPO.

o
S

Fonte: Adaptado de KABANOV et al., 2002.

Pluronics® ndo apresentam coloragdo, dessa forma néo
interferem com a visdo, sendo polimeros apropriados para uso
oftalmoldgico (AL KHATEB et al., 2016). Um gel termo responsivo,
quando utilizado para fins oftdlmicos, deverd apresentar uma
temperatura de transicdo maior que 25°C e convertido para a forma
semissolida frente a temperatura pré-corneal ap6s sua diluigdo no filme
lacrimal (LOU et al., 2014). Tal propriedade garante que a formulagdo
seja facilmente liberada aos olhos, prevenindo a perda pré-corneal, que
representa 0 maior problema no uso de formulagbes oftalmicas
convencionais (LUDWIG, 2005).

A transicdo do estado liquido da formulacdo para o estado de
gel pode ser induzida pelo aumento da temperatura (Abelha, 2012). De
fato, a temperatura de transicdo tende a diminuir com variagdes de
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temperatura ou com aumento da concentragdo de Pluronic®, devido a
mudancas ocorridas nas propriedades das cadeias de PEO e PPO (figura
6).

Figura 6 — Representagdo esquematica da formagdo micelar em
consequéncia do aumento na temperatura.

Fonte: Adaptado de Abelha (2012).

2.9 Anfotericina B

A anfotericina B (AB) € um antibi6tico antifingico natural, do
grupo dos poliénicos produzido pelo actinomiceto Streptomyces
nodosus. Isolada de culturas bacterianas provenientes de solo
venezuelano em meados de 1950 e aprovada em 1965 pela U.S. Food
and Drug Administration (FDA) (WU, 1994; MORESCO, 2010), tem
sido, a partir de entdo, extensivamente utilizada na pratica clinica como
farmaco de escolha em diversas micoses sistémicas que acometem
pacientes imunocomprometidos (PAPPAS et al., 2001; PERFECT et al.,
2010; YATERA et al., 2011).

A AB interage com o ergosterol, esteroide constituinte da
parede celular de microrganismos, levando a formagdo de poros através
de membranas lipidicas (HAMILTON-MILLER, 1973; VYAS e
GUPTA, 2006; MESA-ARANGO et al, 2012). A alteracdo da
permeabilidade celular permite o escape de ions e metabdlitos,
principalmente ions potassio, ocasionando morte celular (BOLARD,
1986; ONDARZA et al., 2006; NEUMANN et al., 2016).
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A Anfotericina B apresenta 37 atomos de carbono formando um
anel macrociclico fechado por lactonizacdo; uma cadeia de duplas
ligacGes conjugadas ndo substituidas (heptaeno) e, uma cadeia poli-
hidroxilada com grupos hidroxila livres, que lhe confere caracteristica
anfipatica. Em uma das extremidades da molécula, encontra-se um
residuo micosamina com um aminogrupo livre, formando uma cadeia
lateral (FILIPPIN e SOUZA, 2006). A Figura 7 ilustra a estrutura e
configuracdo da AB.

Figura 7 — Estrutura molecular da Anfotericina B.

NH,

0 OH
CHs

Fonte: Ganis et al., 1971.

Como consequéncia das propriedades fisico-quimicas da
anfotericina, este composto apresenta baixa solubilidade em solventes
aquosos e em diversos solventes organicos (TORRADO et al., 2008),
sendo praticamente insollvel em solucbes aquosas em pH fisioldgico
devido & justaposicao das por¢des hidrofdbicas que acabam por formar
agregados insoltveis (MORESCO, 2010).

Na tabela 1 sdo apresentadas as solubilidades da AB em alguns
solventes, com excecdo do dimetilsulféxido (DMSO) e da
dimetilformamida, a AnB é praticamente insoltvel em solucdes aquosas
de pH neutro (FILIPPIN e SOUZA, 2006).
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Tabela 1 — Solubilidade da anfotericina B (adaptada de RIBEIRO,
2014).

Solvente Solubilidade em
mg/mL
1,4 — dioxano 0,55
Acetato de Etila 0,30
Acetona 0,35
Acido acético 1-2
Agua 0,75
Alcool benzilico 0,75
Alcool isoamilico 1,05
Benzeno 0,06
Ciclohexano 0,02
Cloro — etileno 0,30
Dimetilformamida 2-4
Dimetilsulfoxido 30-40
Etanol 0,50
Etilenoglicol 2,6
Formamida 6,4
Metanol* 1,6
Piridina 1,75
Propilenoglicol 1-2

*Em metanol anidro, a solubilidade é de 0,2 — 0,4 mg/mL.
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A AB tornou-se disponivel comercialmente como Fungizone®
(Bristol — Myers — Squibb, USA), uma suspensdo coloidal na qual o sal
desoxicolato de sdédio (DOC) é utilizado para a sua solubilizacdo
(VYAS e GUPTA, 2006; BARRATT e BRETAGNE, 2007). No Brasil,
esta disponivel comercialmente o Anforicin B® (Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda.) como formulacdo convencional
(CALDEIRA, 2011).

A solubilidade de AB em meio aquoso pode ser aumentada por
adicdo de DOC, entretanto o sistema ndo &€ homogéneo, podendo
apresentar trés formas diferentes: monomérica, oligomérica e agregados
de ABDOC misturados com micelas puras de DOC (FILIPPIN e
SOUZA, 2006; LEGRAND et al., 1992).

Num ambiente aquoso, a AB estd presente como uma mistura
equilibrada de mondmeros e agregados solGveis e insollveis
(GABORIAU, et al., 1997; PETIT et al., 1998; TORRADO et al., 2008;
ZIA et al., 2016). Os agregados solliveis de AB demonstram mais
eficiéncia ao induzir a permeabilidade das membranas que contém
colesterol, enquanto que os agregados insollveis e mondmeros
apresentam maior eficacia ao induzir danos a células que contém
ergosterol (GABORIAU, et al., 1997; GABORIAU, Chéron, Petit, et
al., 1997; BAGINSKI e CZUB, 2009).

Dessa forma, o estudo estrutural e quantificacdo das formas em
equilibrio de ABDOC torna-se parte essencial para os estudos de
seletividade e toxicidade deste composto (GABORIAU, et al., 1997,
ZIA et al., 2016). Assim, uma das estratégias para diminuir a toxicidade
de AB ¢ desenvolver novos derivados e/ou formulagfes que apresentem
menores estados de agregagdo ou que objetivem a produgdo de
agregados menos toxicos (GABORIAU, et al., 1997; VAN ETTEN et
al., 2000; OLIVEIRA et al., 2011).

Van Etten e colaboradores (2000) reportaram um aumento no
tamanho dos agregados de AB apds aquecimento, a 70°C por 20
minutos, sem apresentar nenhum prejuizo a atividade antimicrobiana do
farmaco. O tratamento térmico ndo induziu a dispersdo molecular, mas
sim aumentou o tamanho dos agregados até ocorrer floculacdo. Na
temperatura de 70°C ocorre a formacdo de ‘superagregados’, resultantes
da condensagdo das formas monoméricas com agregados de AB
(GABORIAU, et al, 1997; VAN ETTEN et al., 2000). Zia e
colaboradores (2016) ao avaliar a diminuicdo da citotoxicidade de AB
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apos o aquecimento, ressaltam que a elevada estabilidade quimica de
AB aquecida aumenta a especificidade do farmaco em induzir a
formac&o de poros em membranas contendo ergosterol.

Atualmente a administracdo tdpica ocular de AB é preparada
empiricamente como uma suspensdo (0,15 a 0,5%), através da dilui¢do
da apresentagdo comercial de ABDOC em agua esterilizada, para
posterior administracdo do medicamento entre intervalos de 60 minutos
(MULLER, 2013). Durante o periodo de utilizagéo, a solugdo deve ser
mantida em refrigeracdo e protegida da luz, de forma a evitar a
degradagéo do farmaco (SILVEIRA, 2009; MULLER, 2013).

Embora a AB possua maior afinidade por ergosterol, muitos
efeitos toxicos lhe sdo atribuidos, resultantes da capacidade do farmaco
em ligar-se ao colesterol e outros constituintes da membrana celular de
mamiferos (Morand et al.,, 2007). Diversos sdo 0s problemas
relacionados a administracdo da AB para obtenc¢do do efeito esperado no
tratamento de infecgdes oculares:

(M A aplicacdo de pomada a 0,5% de ABDOC podera
causar irritacdo conjuntival (THOMAS, 2003);

(i) A injecédo subconjuntival leva a necrose severa no local
de aplicacdo (KAJI et al., 2009),

(iii) A administracdo intravitreal da AB estd relacionada
com eventual toxicidade da retina e possivel
deslocamento quando a aplicacdo ndo for realizada
exatamente no centro do humor vitreo (MULLER,
2013);

(iv) O uso de AB na forma de colirio é associado a efeitos
colaterais como: instilacdo dolorosa, irritacdo, e alta
frequéncia de dosagem, o que acarreta em baixa adeséo
ao tratamento e agravo dos sintomas (MORAND et al.,
2007; CHHONKER et al., 2015);

Diante do reduzido arsenal farmacéutico para o tratamento da
CA, da alta citotoxicidade para a cornea dos farmacos atualmente
utilizados para a terapéutica, da ocorréncia de varios casos associados a
ceratites fungicas, do baixo tempo de residéncia dos farmacos na cornea
e em consequéncia a baixa concentracdo de farmacos para eliminacdo de
cistos no interior da cornea, sendo que muitos cistos permanecem
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viaveis e sdo responsaveis pelas recidivas da infeccdo relatadas na
maioria dos casos, 0 presente estudo podera contribuir com o
desenvolvimento de uma nova alternativa para a terapéutica da CA.

Até o momento, nenhum estudo foi realizado utilizando
ABDOC previamente aquecida como um potencial farmaco amebicida.
Neste contexto, uma formulacéo tdpica ocular de superagregados de AB
associada a um sistema de geleificacdo in situ termorreversivel
contribuira na busca de novos tratamentos para casos de ceratite
amebiana.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma formulagdo
topica ocular de Anfotericina B pré-aquecida a partir da preparacdo de
um sistema de geleificacdo in situ termorreversivel para o tratamento de
ceratite amebiana.

3.2 Objetivos especificos

e Preparar e caracterizar fisico-quimicamente uma formulagdo de
Anfotericina B pré-aquecida;

e Preparar e caracterizar um sistema de geleificagdo in situ
termorreversivel associado a AB pré-aquecida para
administragéo ocular;

e Avaliar a atividade amebicida da formulacdo de AB pré-
aquecida frente a Acanthamoeba spp.;

e Avaliar a atividade amebicida do sistema de geleificag&o in situ
termorreversivel associado a AB pré-aquecida;

e Avaliar a citotoxicidade da formulacdo de AB pré-aquecida e
ABDOC em cultura de células endoteliais de veia umbilical
humana (HUVEC).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Formulacdo de AB

4.1.1 Preparacdo da formulacédo de Anfotericina B

Para a preparacdo das formulagdes testes de AB foi utilizada a
Anfotericina B convencional (ABDOC) (Sigma-Aldrich®), que é uma
suspensdo coloidal contendo desoxicolato de sédio (DOC) como agente
solubilizante. A formulacéo apresenta 45% de AB e 35% de DOC, além
de fosfato e cloreto de sodio.

A formulacéo liofilizada de ABDOC foi reconstituida em agua
ultrapura, para obtencdo da concentracdo final de 5mg/mL, de acordo
com as condi¢fes de manuseio estabelecidas pelo fabricante (Sigma -
Aldrich®).

4.1.2 Obtencéo dos superagregados de ABDOC

Para a obtencdo de superagregados de AB, aliquotas de 500 uL
na concentracdo de 5mg/mL foram acondicionadas em microtubos e
aquecidas em banho-maria a 70°C por 20 minutos, conforme descrito
por (GABORIAU, et al., 1997).

4.2 Determinagao do tamanho de particula

O tamanho de particula das formulagdes de Anfotericina B
(ABDOC) e Anfotericina B pré-aquecida (hABDOC) foi analisado pela
técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS - dynamic light
scattering), realizadas em equipamento ZetasizerNano ZS (Malvern
Instruments, Worcestershire, Reino Unido), a 25°C, em angulo deteccéo
de 173° com laser de He-Ne (633 nm). Os dados obtidos a partir da taxa
de decaimento na funcdo de correlagdo de fotons foram analisados com
0 método cumulante para obter os didmetros hidrodindmicos (Z-
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average) e os indices de polidispersao (PDI) das moléculas
correspondentes. Os valores de Z-average e indice de polidispersdo
(PDI) foram obtidos a partir de trés leituras feitas pelo aparelho
ZetaSizerNano no modo intensidade.

4.3 Estudo de estabilidade fisica de superagregados

Para examinar a estabilidade fisica das formulages, estudos
foram conduzidos em diferentes condigbes de temperatura de
armazenamento (figura 8). Amostras foram preparadas e armazenadas
nas temperaturas de 4, 25 e a 37°C, durante 90 dias. As analises do
tamanho das particulas em solugdo foram realizadas conforme descrito
no item 3.1.3 e avaliadas nos dias de producdo e apds 24h; 10, 15, 25,
40, 50, 65, 80, 90 dias de estoque.
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Figura 8 — Representacdo esquematica das aliquotas de ABDOC e
hABDOC mantidas sob diferentes condi¢des de temperatura.

ABDOC
N
|
aec 250¢ 37°C
hABDOC
aeC 25 37°C

ABDOC {Sigma-Aldrich®)

Fonte: A autora.

4.4 Microscopia eletrdnica de transmissao

A obtencdo dos superagregados foi analisada pela observacio
das solugdes de ABDOC e hABDOC através de microscopia eletrénica
de transmissdo (MET - JEOL JEM 1011). Para tanto, as amostras foram
diluidas (1:5) em polimero poli(alcool vinilico) 1% e permaneceram
para secagem em temperatura ambiente por 24h. Posteriormente, foram
depositadas em suportes de niquel (grids) revestidos com carbono 200
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mesh e levadas ao laboratério central de microscopia eletrnica da
UFSC para observacdo (XU et al., 2013; AMENDOLA, 2015).

4.5 Preparacdo do gel termorreversivel

O gel de aplicacdo topica ocular foi produzido pela mistura dos
polimeros Pluronic F127 e F68 (Sigma-Aldrich®) em solucdo aquosa na
proporcdo de 26 e 4%, respectivamente, conforme o estudo conduzido
por Lou et al. (2014). A temperatura de geleificacdo foi verificada por
teste de inversdo de tubo. A combinacéo dos polimeros foi considerada
adequada quando a temperatura de geleificacdo apresentava-se maior
que 30°C. As temperaturas-chave testadas foram 4, 25, 30, 35, 37 e
40°C.

A capacidade de geleificagdo das formulagdes foram testadas
em diferentes diluicdes de fluido lacrimal simulado (STF — simulated
tear fluid), constituida de 0,679 de cloreto de sddio, 0,2g de bicarbonato
de sodio, 0,008g de cloreto de célcio em 100 mL de agua ultrapura, com
a finalidade de simular as dilui¢bes provocadas pelo lacrimejamento da
superficie ocular (ALl et al., 2014; LOU et al., 2014).

45.1 Incorporacdo da AB no gel termorreversivel

Apo6s a preparacdo do gel termorreversivel foram preparados 03
géis contendo cada formulacdo de AB (ABDOC e hABDOC), de forma
a obter as diferentes concentragfes que sdo utilizadas nos colirios
preparados para o tratamento das ceratites.

Realizou-se a incorporagdo de 0,15, 0,3 e 0,5% de ABDOC e
hABDOC, aliquotados em tubos de 1 mL, para posterior verificacdo de
mudangas na temperatura de geleificagdo, por inversao de tubo.
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4.6 Avaliacao da atividade bioldgica das formulacgdes de
Anfotericina B

4.6.1 Cultura e obtencéo de parasitos

Os testes de atividade amebicida foram realizados com a cepa
de Acanthamoeba castellanii (ATCC 50492) (gen6tipo T4), obtida da
cérnea de paciente com ceratite amebiana e com um isolado regional de
Acanthamoeba spp. (genétipo T4 — nimero de acesso GenBank
MF579529) de paciente com diagnostico clinico e laboratorial
confirmado de caso de CA (3 a 5° subcultivo p6s isolamento). O isolado
foi obtido de raspado de cornea e caracterizado no Laboratdrio de
Estudos de Protozoarios Emergentes e oportunistas/LAPEO-UFSC —
neste trabalho denominado ICOl. As amebas foram cultivadas
axenicamente em meio liquido PYG (Proteose peptona 0,75%, extrato
de levedura 0,75% e glicose 1,5%).

Foram testadas as seguintes formulacdes de AB:

e ABDOC (Sigma-Aldrich®)
e hABDOC (Sigma-Aldrich®) aquecida a 70°C por 20
minutos.

4.6.2 Avaliacdo da atividade da AB frente a trofozoitos de
Acanthamoeba spp..

Para a realizac8o deste ensaio, aliquota das culturas amebianas
suspensas em meio PYG (8x10* trofozoitos/mL) e aliquotas de cada
solucdo AB (ABDOC e hABDOC) foram inoculadas em placas para
cultura de células de 96 cavidades. As formulacdes de AB foram
testadas nas seguintes concentragdes: 2,5, 5, 10,1, 20,3, 40,6, 81,2,
162,5e 325 pg/mL. As placas foram incubadas a 30°C por 48 e 96 h em
estufa bacterioldgica.

Apbs o periodo de incubacdo, as ceélulas vidveis foram
guantificadas utilizando a cdmara de contagem de Fuchs-Rosenthal e a
viabilidade analisada utilizando azul de tripano 0,4%. Como controle
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negativo foi utilizada uma aliquota da cultura amebiana, na densidade de
8x10* trofozoitos/mL e correlacionado com 100% de viabilidade, assim
como foram preparados controles positivos, representados pelas
cavidades onde foram adicionados iguais volumes de CLX e PHMB,
ambos na concentracdo de 0,02%. Os experimentos foram realizados em
triplicata.

4.6.3 Avaliagdo da atividade de AB frente a cistos de
Acanthamoeba spp..

Aliquotas das culturas axénicas foram transferidas de meio
PYG para placas de Petri contendo agar ndo nutriente acrescido de 0,5
M de manitol e recoberto de Escherichia coli (ATCC25922) inativada a
56°C por 2h. As placas foram mantidas em estufa a 30°C por uma
semana para a obtencéo de cistos.

Ap6s obtencdo dos cistos, uma aliquota desta suspensdo na
densidade de 8x10* cistos/mL e uma aliquota de cada solucdo teste
foram inoculadas em microplaca de 96 cavidades e incubadas a 30°C
por 48 h. As formulacbes de AB foram testadas nas seguintes
concentrag@es: 2,5, 5, 10,1, 20,3, 40,6, 81,2, 162,5 e 325 pg/mL. As
placas foram incubadas a 30°C por 48 e 96h em estufa bacterioldgica.

Ap6s o periodo de incubacdo, as células viaveis foram
quantificadas utilizando a camara de contagem de Fuchs-Rosenthal e a
viabilidade analisada utilizando azul de tripano 0,4%. Como controle
negativo foi utilizada uma aliquota da cultura amebiana, na densidade de
8x10* cistos/mL e correlacionado com 100% de viabilidade, assim como
foram preparados os controles positivos, representados pelas cavidades
onde foram adicionados iguais volumes de CLX e PHMB, ambos na
concentracdo de 0,02%. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.7 Avaliacdo do comportamento amebiano frente a formulagéo
geleificante

Para determinar o comportamento amebiano frente a
formulagdo geleificante, os géis contendo 0,15%, 0,3% e 0,5% de
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ABDOC e hABDOC e amesma proporcdo de cultivo amebiano na
densidade de 10° células/mL foram inoculados em placas de 96
cavidades e incubados a 30°C em estufa bacterioldgica por 48h. Apds o
periodo de incubacéo, aliquotas de 25uL foram retiradas dos cavidades
das placas de cultura de células e transferidos para laminas de
microscopia Optica para analise observacional (aumentos de 200X,
400X), outros 25uL foram transferidas para placas de Petri contendo
agar ndo-nutriente 1,5% cobertas com suspensdo de E. coli
(ATCC25922) inativada a 56°C por 2h e incubadas a 30°C.

O comportamento amebiano na formulacdo geleificante foi
avaliado conforme em cultivo monoxénico ap6s 6 horas de incubacéo
para quantificacdo das formas amebianas viaveis, determinado por
contagem do numero de trofozoitos a uma distancia de cerca de 20 mm
do ponto de inoculagdo, e evidenciagdo de caminhos formados pelos
trofozoitos sobre a camada de E. coli. Para cada placa, cinco campos
microscépicos foram quantificados (microscépio Optico, aumento de
100x). Todos os testes foram realizados em triplicata.

As placas de cultivo monoxénico foram monitoradas
diariamente durante 7 dias, com observagdo e contagem das formas no
Gltimo dia de incubacéo para avaliar a viabilidade amebiana.

4.8 Avaliacdo da citotoxicidade frente a células endoteliais

Para determinar a citotoxicidade das formulacGes de ABDOC e
hABDOC foram utilizadas células de endotélio vascular/corddo
umbilical “Human Umbilical Vein Endothelial Cells” — HUVEC-EC-C
(ATCC CRL-1730).

As células foram mantidas em garrafas de 75 cm? em atmosfera
de 5% de CO, a 37°C em meio de cultivo Roswell Park Memorial
Institute Medium/RPMI1640 suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB). As culturas foram repicadas e expandidas até atingirem
80% de confluéncia. Todos os experimentos foram realizados entre as
passagens 3 e 8 e em triplicata.

Para realizacdo dos testes de citotoxicidade foram utilizadas
placas para cultura de células de 96 cavidades, onde aliquotou-se 10°
células/poco em meio de cultura por 24h. Foi avaliada a citotoxicidade
dos tratamentos com ABDOC, hABDOC nas concentracdes de 2,5, 5,
10,1, 20,3, 40,6, 81,2, 162,5 e 325 pg/mL e as células foram incubadas a
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37°C por 48h. Como controle negativo foi utilizada uma aliquota da
cultura celular, na densidade de 10° células/poco e correlacionado com
100% de viabilidade, assim como foram preparados controles positivos,
representados pelas cavidades onde foram adicionados CLX e PHMB,
ambos na concentracdo de 0,02%. Os experimentos foram realizados em
triplicata.

Ao término da incubacdo das células foi adicionada uma
solucdo de resazurina (AlamarBlue®/Sigma-Aldrich) na concentracéo
de 1mg/mL e incubadas por 2 horas. Ap6s esta etapa, foi avaliada a
concentracdo do produto fluorescente formado, resofurina e a leitura das
placas para cultura de células foi realizada em fluorimetro
(multileitora spectramax paradigma), utilizando o comprimento de onda de
530 nm para excitacdo e 590 nm para emissdo. A porcentagem de
viabilidade celular foi calculada em relacdo ao controle contendo
somente células (100% de viabilidade).

4.9 Célculo do indice de seletividade

O indice de seletividade (IS) é um indicativo in vitro da
seletividade da substancia em teste para o parasito (Acanthamoeba spp.)
do que para células de mamiferos, sendo determinado através da razédo
entre a area sob a curva de graficos obtidos nos ensaios de
citotoxicidade com células HUVEC e a &rea sob a curva dos testes de
viabilidade amebiana. O IS foi calculado utilizando o software Graph
Pad Prism (La Jolla, CA, EUA).

410  Andlise estatistica

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando os softwares
Graph Pad Prism (La Jolla, CA, EUA) para as andlises de variancia
(ANOVA) com comparacéo de médias, seguido do teste de Bonferroni e
test t, assim como o MedCalc software para as analises que envolviam
comparagdo entre ABDOC e hABDOC. Os resultados obtidos nos testes
de avaliagcdo da atividade amebicida e citotoxicidade foram expressos
como porcentagem de viabilidade, média + desvio padrdo (DP) para no
minimo 3 replicatas, sendo os valores de p menor que 0,05 considerados
significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Preparacédo da formulagdo pré-aquecida de ABDOC e obtencéo
de superagregados

Para a realizacdo dos estudos de desenvolvimento de hABDOC,
a forma convencional da Anfotericina B (ABDOC) foi aquecida a 70°C
por 20 minutos, de forma a obter os superagregados de AB, conforme
descrito por (GABORIAU, et al., 1997). O pré-aquecimento da ABDOC
aumentou a turbidez da formulacdo, devido a formacgdo de
superagregados como mostrado na Figura 9.

Figura 9 — Aspecto macroscépico da formulagdo ABDOC antes do
aquecimento (A) ABDOC e ap6s o aquecimento (B) hABDOC.

vl
Fonte: A autora.

5.1.1 Analise do tamanho de particula

Para efeito de comparacdo e andlise da obtencdo dos
superagregados, ap6s a obtencdo de hABDOC, amostras de ABDOC e
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hABDOC foram submetidas a técnica de DLS para a determinacdo do
tamanho médio das particulas e indice de polidisperséo (PDI).

A Figura 10 mostra a distribuicdo do tamanho das particulas
obtidas. Observou-se um aumento no tamanho dos agregados de AB
apos seu aquecimento. A média cumulante (Z-average) das particulas
antes do aquecimento foi de 82,16 + 9,93 nm enquanto que apds o
aquecimento a média passou para 982 + 12,10 nm. Os indices de
polidispersdo apresentaram-se 0,317 + 0,03 para ABDOC e 0,303 +
0,020 para hABDOC. O pré-aquecimento de ABDOC aumentou
significativamente o tamanho das particulas (Mann-Whitney, p<0,05).

Figura 10 — Distribuicdo do tamanho das particulas por DLS antes e
apos 0 seu agquecimento.
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Fonte: A autora.
5.2 Andlise morfoldgica dos superagregados de hABDOC por MET

Na figura 11 estdo representadas fotomicrografias da analise da
ultra-estrutura dos agregados de ABDOC e superagregados de
hABDOC por microscopia eletronica de transmissao.

Foi possivel observar de pequenas micelas de ABDOC antes do
aquecimento e, estruturas pleomorficas de ABDOC ap6s seu
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aquecimento, com aumento do tamanho dos agregados resultando na
formagdo de superagregados. As imagens de hABDOC da figura 11,
mostram superagregados de diametro médio entre 150 — 200 nm.

Figura 11 — Microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) das
formulag6es de ABDOC e hABDOC.

-
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Fonte: A autoa.

5.3 Estudo da estabilidade fisica dos superagregados

De forma a investigar a estabilidade fisica dos superagregados
de hABDOC, analisou-se as formulagbes ABDOC e hABDOC em
diferentes temperaturas de armazenamento. As amostras foram
submetidas as temperaturas de 4, 25 e 37°C durante 90 dias. As analises
do tamanho das particulas em solugéo e PDI foram avaliadas nos dias de
producdo, apds 24 h e ao longo de 10, 15, 25, 40, 50, 65, 80, 90 dias de
armazenamento.
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A tabela 2 apresenta resultados obtidos quanto ao tamanho de
particulas avaliado por DLS ao longo do periodo de 90 dias.

52



Tabela 2 — Tamanho médio (Z-average) das particulas das formulagdes de ABDOC e hABDOC.

TEMPO

DIA1

DIA 2

DIA 10

DIA 15

DIA 25

DIA 40

DIA 50

DIA 65

DIA 80

DIA 90

Z - AVERAGE

ABDOC 4°C hABDOC 4°C ABDOC 25°C hABDOC 25°C ABDOC 37°C hABDOC 37°C
82,16 £9,93 982,43 +£12,10 82,16 £9,93 982,43 + 12,10 82,16 + 9,93 982,43 + 12,10
65,99 + 2,88 694,13 + 4,89 264,8 + 0,85 676,63 + 8,95 871,26 + 28,90 796,2 + 18,98
82,94 +2,92 888,1+ 17,31 664,4 £7,70 859,66 * 32,87 760,83 + 4,96 728,53 + 30,57
76,55 £ 3,79 658,86 + 11,70 893,4 + 78,63 672,4 £ 22,85 800,5 + 14,14 743,43 £ 7,53
148,83 + 0,58 683,6 + 15,21 1208 + 43,84 681,4 + 26,84 747,73 +£9,19 797,73 + 15,98
161,1+2,54 585,43 £ 3,30 846,6 + 15,49 620,6 + 8,22 895,33 £12,81 1414,33 £ 52,53
174,15 +5,16 644,96 + 2,99 784,9 + 21,38 621,6 +2,76 687,56 + 21,19 739,56 + 49,81
227,1+11,55 776,06 + 5,38 796,73 + 14,43 679,16 £ 9,13 764,93 + 20,66 723,83 + 28,26
4485+ 19,29 7654 +7,21 1719 + 94,75 928,46 + 19,74 700,6 £ 14,74 903,63 + 20,09
371,0 £+ 35,03 799,86 * 16,15 814,3+17.24 666,43 = 14,91 719,26 + 3,95 1308,3 + 88,31

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=3.
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Pode-se observar pelos dados apresentados na tabela 2, que o pré-aquecimento de ABDOC
alterou o tamanho das particulas em suspensdo pela formagdo de superagregados. Ao final do
periodo de 90 dias de armazenamento, a formulacdo pré-aquecida (hRABDOC) apresentou tamanhos
de particulas de 799,86 + 16,15 a 4°C, 666,43 = 14,91 em 25°C e 1308 + 88 a 37°C. A hABDOC
apresentou tamanho médio de particulas maior do que a ABDOC (p<0,05) ao longo de 90 dias.

A formulacdo ABDOC apresentou tamanho médio das particulas variando de 371 + 35 nma
4° C; 673 + 12 nm armazenada a 25°C e 719 £ 3 nm a 37°C ao final do periodo de 90 dias.

Figura 12 — Didmetro médio das particulas de ABDOC e hABDOC avaliados durante o periodo de
90 dias. (A) Amostras estocadas a 4°C, (B) Amostras estocadas a 25°C e (C) Amostras estocadas a
37°C.
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Na figura 12, observa-se a instabilidade da formulagdo ABDOC e sua tendéncia em formar
agregados, uma vez que com o passar dos dias hd um aumento progressivo nos tamanhos das
particulas; principalmente para as formulacdes estocadas a 25 e 37°C. A formulacdo estocada a 37°C
houve a formacg&o de agregados, e permaneceu ao longo de 90 dias com particulas de tamanho médio
700 nm.

Na mesma figura, pode-se observar que o tamanho das particulas das formulactes
previamente aquecidas, permaneceu estavel pelo periodo de 90 dias. As particulas apresentaram
tamanho médio de 750 nm para hABDOC armazenada a 4°C, 740 nm para hABDOC armazenada a
25° C € 910 nm para hABDOC armazenada a 37° C.

A tabela 3 apresenta os resultados obtidos quanto ao PDI avaliados por DLS durante o
periodo de 90 dias. Pode-se observar na tabela 2, que pelo periodo avaliado, as particulas de
hABDOC apresentam-se pouco polidispersas, com indices de polidispersdo préximos a 0,3,
indicando a presenca de um sistema monodisperso estavel.

A formulacdo ABDOC armazenada a 4°C, apresentou aumento progressivo em seu PDI a
partir do 25° dia de incubacdo, demonstrando o surgimento de novas populagfes de particulas
através da sua capacidade de auto agregacdo. As amostras de ABDOC armazenadas a 25 e 37°C
apresentaram indices de dispersdo majoritariamente préoximos 0,3, com exce¢des nos dias 2, 10 e 80
em que também foi verificado a presenca de outros picos de populagdes, conforme dados
apresentados no apéndice A.
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Tabela 3 — Indices de polidispersio (PDI) das particulas das formulages de ABDOC e hABDOC.

TEMPO PDI
ABDOC 4°C hABDOC 4°C ABDOC 25°C hABDOC 25°C ABDOC 37°C hABDOC 37°C
DIA1 0,317 +£0,03 0,303 £ 0,020 0,317 +0,03 0,303 £ 0,020 0,317 +0,03 0,303 £ 0,020
DIA 2 0,279 + 0,002 0,273 + 0,04 0,56 * 0,004 0,238 + 0,003 0,534 + 0,08 0,257 + 0,002
DIA 10 0,293 £ 0,001 0,345+0,04 0,489 + 0,035 0,286 £ 0,024 0,140 £ 0,023 0,238 £0,013
DIA 15 0,292 + 0,007 0,246 + 0,07 0,367 + 0,04 0,204 + 0,050 0,128 + 0,012 0,224 + 0,012
DIA 25 0,457 + 0,014 0,276 + 0,011 0,388 + 0,091 0,214 + 0,040 0,147 + 0,019 0,242 + 0,014
DIA 40 0,493 £ 0,008 0,199 £ 0,015 0,148 £ 0,048 0,217 £ 0,021 0,282 £ 0,046 0,282 £ 0,016
DIA 50 0,423 + 0,029 0,274 + 0,009 0,152 + 0,030 0,191 + 0,009 0,185 + 0,022 0,221 +0,015
DIA 65 0,579 £ 0,148 0,366 + 0,057 0,153 £ 0,028 0,210 £ 0,021 0,180 £ 0,074 0,146 + 0,059
DIA 80 0,465 + 0,003 0,438 +£0,013 0,519 £ 0,034 0,134 + 0,008 0,207 £0,031 0,234 £0,016
DIA 90 0,958 + 0,036 0,383 +£0,043 0,184 + 0,004 0,233 £ 0,034 0,213 £ 0,064 0,204 +£0,074

Resultados expressos em média + desvio padrdo, n=3.
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5.4 Preparacao do sistema de geleificacdo in situ termorreversivel e determinacao da
temperatura de geleificacao

Foi selecionada a formulagdo 6tima para uma temperatura média da superficie ocular de
34,5°C, segundo critérios descritos por Lou e colaboradores (2014). Esta formulacdo consistiu de
26% de Pluronic F-127 e 4% de Pluronic F-68 como matriz do gel.

A determinacdo da temperatura de geleificacdo do sistema in situ termorreversivel foi
realizado pelo teste de inversdo de tubo conforme descrito por Lou et al (2014), com modificacdes.
A temperatura na qual o liquido no tubo permaneceu estavel por pelo menos 30 segundos foi
estabelecida como a temperatura de transicdo entre sol-gel (LOU et al., 2014).

A formulagdo é um liquido de escoamento livre em 30°C e convertida para um gel
semiss@lido a 35°C, apds diluicdo com solucdo lacrimal artificial (STF). Os resultados obtidos estdo
descritos no quadro 1.

Quadro 1 - Determinagdo da temperatura de geleificagdo dos polimeros pelo teste de inverséo de
tubo.

Temperatura (°C) | Tempo (segundos)

4° 2
25° 2,3
30° 4
35° 29,3
37° 30+
40° 30+

Ap6s a incorporagdo da Anfotericina B no gel termorreversivel, houve mudanca na
temperatura de geleificacdo em todas as amostras analisadas. A nova temperatura de transicao entre
sol-gel passou de 35°C para 30°C. A incorporagdo da Anfotericina B na formulagcdo parece ter
aumentado a formacdo de micelas, necessarias para a formacao do gel in situ.

Os dados referentes a temperatura de geleificacdo apds a incorporacdo da AB no gel
polimérico sdo apresentados nos quadros 2, 3 e 4.

Quadro 2 - Determinacdo da temperatura de geleificacdo apds a incorporacdo de AB a 0,15% pelo
teste de inverséo de tubo.

Temperatura (°C) 0,15% ABDOC 0,15% hABDOC
Tempo (segundos) Tempo (segundos)
4° 0,66 0,66
25° 2 2
30° 30+ 30+
35° 30+ 30+
37° 30+ 30+
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Temperatura (°C)

0,3% ABDOC

0,3% hABDOC

Tempo (segundos)

Tempo (segundos)

4° 0,66 0,66
25° 2 2
30° 30+ 30+
35° 30+ 30+
3r7° 30+ 30+

Temperatura (°C)

0,5% ABDOC

0,5% hABDOC

Tempo (segundos)

Tempo (segundos)

4° 1,33 1,66
25° 1,33 1,33
30° 30+ 30+
35° 30+ 30+
37° 30+ 30+

Quadro 3 - Determinacdo da temperatura de geleificacdo apds a incorporacdo de AB a 0,3% pelo
teste de inversdo de tubo.

Quadro 4 - Determinacdo da temperatura de geleificacdo apds a incorporacdo de AB a 0,5% pelo
teste de inversdo de tubo.

5.5 Avaliacdo da atividade biolégica das formulac6es de Anfotericina B

5.5.1 Avaliacao da atividade contra trofozoitos

As Figuras 13 e 14 representam as porcentagens da viabilidade dos trofozoitos de A.
castellanii (ATCC50492) e do isolado clinico regional (IC01), apds 48 e 96h de incubacdo com
diferentes concentragGes das formulagfes utilizadas (ABDOC e hABDOC). Os resultados de
viabilidade dos trofozoitos avaliados ap6s o tratamento com ABDOC e hABDOC em relacdo aos
seus respectivos controles, apresentaram diminui¢do da viabilidade celular, sendo estatisticamente
significativos (ANOVA p<0,05).
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Figura 13 — Viabilidade de trofozoitos de A. castellanii (A) e IC01 (B) frente as formulag¢bes
ABDOC e hABDOC apds 48h de tratamento.
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Figura 14 — Viabilidade de trofozoitos de A. castellanii (A) e 1C01 (B) frente as formulagcfes
ABDOC e hABDOC ap6s 96h de tratamento.
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A cepa ATCC, ap06s 48h de incubacdo e na menor concentracdo testada (2,5 pg/mL),
apresentou viabilidade de 34% e 28% para ABDOC e hABDOC, respectivamente. Na maior
concentracdo testada (325ug/mL) de ABDOC e hABDOC, menos de 10% dos trofozoitos
permaneceram viaveis. Enquanto que ap6s 96h de incubacdo com as formulacdes de AB, a
viabilidade dos trofozoitos expostos a 2,5 pg/mL foi de 35% para ABDOC e 30% para hABDOC
para a mesma cepa, e menor que 1% na concentragdo de 325 pg/mL.

O isolado regional ICO1 apresentou menor sensibilidade & agdo de ambas as formulagdes de
AB, quando comparado com a cepa ATCC. Ap6s 48h de exposicdo na concentragao de 2,5 pg/mL
de AB, as viabilidades observadas foram de 57% e 59% para ABDOC e hABDOC respectivamente,
e cerca de 35% de viabilidade na maior concentracdo testada para ambas as apresentacdes de AB.
Quando exposto por 96h frente as formulacBes de AB, as viabilidades deste mesmo isolado
apresentaram-se em 68% para ABDOC e 55% para hABDOC em 2,5 pg/mL. J& em 325 pg/mL a
viabilidade demonstrou ser menor que 10% tanto para ABDOC quanto para hABDOC.

Os valores de viabilidade para a cepa ATCC e isolado regional IC0O1 frente aos farmacos
CLX e PHMB (0,02%) apresentaram-se menores que 1% para os testes com ATCC em ambos 0s
periodos de incubagdo; com exce¢do dos cistos incubados por 48h que apresentou viabilidade de
14%. Para o isolado regional 1C01, a maior viabilidade encontrada foi de 5% para PHMB em 48h de
incubac&o.

Apos a avaliagdo do perfil de viabilidade celular dos trofozoitos de A. castellanii e 1C01
frente as formulagcbes ABDOC e hABDOC, foram calculados os valores de area sob a curva (ASC),
estes estdo expressos na tabela 4.

Tabela 4 — Valores de area sob a curva da citotoxicidade induzida por ABDOC e hABDOC em
trofozoitos de A. castellanii e Isolado Regional 1C01.

ABDOC hABDOC
Média Desvio Média Desvio
ATCC Trofozoitos 48h 69 10 77 10
ATCC Trofozoitos 96h 51 10 50 8
IC01 Trofozoitos 48h 141 6 133 48
IC01 Trofozoitos 96h 163 104 205 143

Valores expressos pela média * desvio padrdo, n=3. Two-way ANOVA seguido de teste de Bonferroni, p>0,05.

Os valores de ASC da tabela 4 demonstram que ndo ha diferenca significativa (ANOVA
p>0,05) entre o tratamento das amebas com ABDOC ou hABDOC. Desta forma, observa-se que o
aquecimento de AB ndo leva a perda da atividade farmacol6gica do farmaco, como descrito por
Gaboriau et al. (1997) e Van Etten et al. (2000).

5.5.2 Avaliacdo da atividade cisticida

As figuras 15 e 16 representam a viabilidade celular (%) de cistos de A. castellanii (ATCC
50492) e ICO1 apds incubacdo por 48 e 96 horas com diferentes concentracdes das formulacdes
ABDOC e hABDOC.
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Figura 15 — Viabilidade de cistos de A. castellanii (A) e 1C01 (B) frente as formulagées ABDOC e
hABDOC ap6s 48h de tratamento.
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Figura 16 — Viabilidade de cistos de A. castellanii (A) e
ICO1 (B) frente as formulagGes de ABDOC e hABDOC
apos 96h de tratamento.
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Comparando com o grupo controle (100% de
viabilidade dos cistos), os resultados demonstram que
ambas as formulagBes de AB, apresentaram atividade
cisticida, com diminuicdo significativa da viabilidade dos
cistos em relacéo ao controle negativo (ANOVA p<0,05).

A cepa ATCC apds 48h de incubagdo e na menor
concentracao testada (2,5 pg/mL), apresentou viabilidade
de 67% e 49% para ABDOC e hABDOC, respectivamente.
Na maior concentragdo testada (325pg/mL) de ABDOC e
hABDOC, a viabilidade dos cistos diminuiu para 31% e
28%, respectivamente. Enquanto que em 96h de incubacéo
com as formulagcbes de AB, a viabilidade dos cistos
expostos a menor concentragdo testada foi de 38% para
ABDOC e 35% para hABDOC para a mesma cepa na
menor concentracdo e menor que 1% na concentragdo de
325 pg/mL.

O isolado regional 1C01 apresentou menor
sensibilidade a acdo de ambas as formulacdes de AB. Ap6s
48h de exposi¢do na concentragdo de 2,5 pg/mL de AB, as
viabilidades observadas foram de 78 e 62% para ABDOC
e hABDOC, respectivamente e cerca de 24% de
viabilidade na maior concentracdo testada para ambas as
apresentacOes de AB.

Quando exposto a 96h na presenca das
formulagBes de AB, as viabilidades deste mesmo isolado
apresentaram-se em 68% para ABDOC e 38% para
hABDOC em 2,5 pg/mL. J& em 325 pg/mL a viabilidade
demonstrou ser menor que 10% tanto para ABDOC quanto
para hABDOC.

Os resultados referentes aos testes com CLX e
PHMB apresentaram resultados de viabilidade de 0% e
14%, respectivamente para 0s cistos ATCC em 48h de
incubacdo. Os cistos IC01 também em 48h apresentaram
resultados menores que 1% para ambos os medicamentos
acima mencionados. Em 96h de incubacdo, as viabilidades
tanto para CLX quanto para a PHMB foram menores que
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1% em ambos, a cepa ATCC e isolado 1C01 avaliados. Os
resultados obtidos demonstraram néo haver diferenga entre
os tratamentos com CLX, PHMB e hABDOC na
concentracdo de 325 pg/mL para o periodo de incubacdo
de 96 horas, tanto para a ATCC como para ICO1 (ANOVA
p<0,05).

Ap0s a realizacdo do perfil de viabilidade celular
dos cistos de A. castellanii e ICO1 foram calculados o0s
valores de ASC, estes estdo expressos na tabela 5.

Tabela 5 - Valores de area sob a curva da citotoxicidade
induzida por ABDOC e hABDOC em cistos de A.
castellanii e Isolado Regional 1CO01.

ABDOC hABDOC
Média Desvio Meédia Desvio
ATTC Cisto 48h 143 18 12 11
ATCC Cisto 96h 169 126 93 44
IC01 Cisto 48h 166 36 150 40
IC01 Cisto 96h 205 143 144 94

Valores expressos pela média + desvio padrdo, n=3. Two-way
ANOVA seguido de teste de Bonferroni, p>0,05.

Os resultados demonstram que ndo ha diferenca
entre 0s tratamentos realizados, independente da
cepal/isolado e tempo de incubacdo dos cistos com
ABDOC e hABDOC (ANOVA p>0,05).

5.3 Avaliacdo do comportamento amebiano frente a
formulacéo geleificante

De forma a verificar o comportamento amebiano
frente as formulagGes geleificantes, contendo 0,15%, 0,3%
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e 0,5% de ABDOC e hABDOC, aliquotas de trofozoitos de
A. castellanii e de 1C01 foram expostos por 48h. Apds
avaliacdo observacional das células amebianas frente as
formulacBes testadas, foi  possivel perceber o
arredondamento das formas trofozoiticas das amebas e
inducdo a morte celular a partir de 48h de incubagdo com o
gel para todas as concentragcbes de ABDOC e hABDOC
testadas, conforme ilustrado na figura 17.

Figura 17 — Formas morfoldgicas de Acanthamoeba
castellanii (ATCC 50492) apds 48h de incubacéo frente a
formulagéo geleificante com hABDOC na concentragdo de
0,15%.

As figuras A e B sdo representativas do comportamento amebiano
frente & formulacéo geleificante com hABDOC, que levou ao
arredondamento e morte celular como indicado pelas setas. Aumento
de 400x.

Fonte: A autora.

Ap6s o periodo de incubacdo de 48h dos
trofozoitos de A. castellanii (ATCC 50492) e IC01 com as
diferentes formulagdes geleificantes, realizou-se o cultivo
monoxénico para avaliar o grau de viabilidade das formas
amebianas.

Os resultados apresentados na tabela 6
demonstram que com o0 aumento da concentracdo de AB
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nas formulagdes testadas, houve decréscimo na viabilidade
e na migracdo da cepa ATCC e do isolado regional 1C01.
Ndo houve diferenca na atividade amebicida das
concentraces testadas para as concentracGes de 0,3 e
0,5%, porém para a concentracdo de 0,15%, a formulacéo
geleificante com hABDOC demonstrou-se mais efetiva
frente as formas trofozoiticas, devido a presenca de um
menor numero de células nos pontos de contagem no
cultivo monoxénico.

Tabela 6 - Crescimento amebiano nas formulacGes
avaliadas 48h apdés a sua inoculagdo em cultivo
monoxénico.

ABDOC hABDOC

0,15% 0,3% 05% 0,15% 0,3% 0,5%

Controle e e 2 S S
Negativo

A. +++ + + + + +
castellanii
- ATCC

Isolado +++ - - + - -
regional —
IC01

(-) auséncia de crescimento amebiano, (+) 1 a 15 cistos e/ou
trofozoitos, (++) 16 a 29 cistos e/ou trofozoitos e, (+++) >30 cistos
e/ou trofozoitos. Avaliagdo feita em cinco campos microscdpicos a
20mm do ponto de inoculagdo, aumento de 400X.

As placas de cultivo monoxénico foram
acompanhadas por setes dias, e ao final deste periodo
nenhuma forma amebiana foi observada em ambos os
isolados avaliados e nas diferentes formulagdes
geleificantes testadas, como representado pela figura 18.
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Figura 18 — Representacdo do comportamento amebiano
de A. castellanii (ATCC 50492) frente a formulacao
geleificante com ABDOC e hABDOC apés 7 dias de
incubacéo.

(A) Controle negativo, (B) gel a 0,15% ABDOC e (C) gel a 0,15%
hABDOC.

Trofozoito indicado pela seta. Aumento de 40x.
Fonte: A autora.
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5.4 Avaliacdo da citotoxicidade frente a células
endoteliais

A avaliagdo da toxicidade das formulagcbes de
ABDOC e hABDOC foi realizada frente a células
HUVEC. A figura 19 apresenta a viabilidade celular (%)
das células HUVEC apds incubacdo por 48h com
diferentes concentra¢es de ABDOC e hABDOC.

Figura 19 — Viabilidade de células HUVEC frente a
ABDOC e hABDOC ap6s 48h de tratamento.
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Valores expressos pela média e desvio padrdo (n=3).

A exposicdo das células HUVEC a ABDOC
afetou a viabilidade celular em 32% (variando entre 64% a
54%) para a maioria das concentrages, com exce¢do da
concentracdo de 2,5 pg/mL, que a viabilidade foi de 129%.
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Enquanto a formulagdo hABDOC mostrou-se indcua
frente as células HUVEC e manteve a viabilidade préxima
a 100% (variando entre 189 e 91%) para todas as
concentracdes testadas.

Nas concentracbes de uso avaliadas para 0s
farmacos mais utilizados para o tratamento de CA (PHMB
e CLX 0,02%) frente a células HUVEC, a viabilidade
celular foi de 48% para CLX e 78% para PHMB, com
diferenca significativa em relagdo ao controle negativo e a
hABDOC (ANOVA p<0,05).

Foi possivel observar que o tratamento com
PHMB néo diferiu de forma significativa do tratamento
com ABDOC 325 pg/mL e do tratamento com hABDOC
162,5 pg/mL. Enquanto o tratamento das células com CLX
demonstrou diferenca significativa (ANOVA p<0,05) em
relacdo a todas as concentracGes testadas em hABDOC, e
equivalentes ao tratamento com 10,1; 20,3; 40,6; 81,2 e
162,5 pg/mL de ABDOC.

Apos a avaliagdo do perfil de viabilidade celular
de HUVEC frente aos farmacos testados, foram calculados
os valores de ASC para células HUVEC demonstrados no
guadro 5. O resultado apresenta diferenca significativa
entre o tratamento das células com ABDOC e hABDOC
(teste t, p<0,05%). A citotoxicidade para as células
HUVEC foi avaliada utilizando-se o indice de seletividade.
Os resultados sdo mostrados no quadro 6.
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Quadro 5 - Valores de area sob a curva da citotoxicidade
induzida por ABDOC e hABDOC em células HUVEC.

ABDOC hABDOC

Média Desvio Média Desvio

160 26 297 44

Quadro 6 - Valores de IS da citotoxicidade induzida por
ABDOC e hABDOC em células HUVEC.

Trofozoitos Cistos

A A.
castellani | 1C01 castellani | 1C01

i i
48 | 96 48 | 96
48h | 96h h | h 48h | 96h h | h
ABDO| 26 35121, |ABDO|1,2|0,3|1,0(/0,8
C 1 2 |81 C 6 58] 8
hABD | 3,7 | 5,7 (21| 1, | hABD | 2,2 | 3,0 1,9 2

oC 2 3 |5|4| OC 9 9 |1

O IS tem por objetivo medir a atividade do
farmaco testado em causar dano celular ao protozoério,
diminuindo a viabilidade celular sem causar danos a
viabilidade das células do hospedeiro. Neste trabalho, o IS
foi calculado a partir da razdo entre as ASC das células
HUVEC e ASC dos testes de viabilidade amebiana.

Pode-se observar pelos resultados apresentados,
que em todos os testes realizados, a formulacdo hABDOC
mostra-se com maior indice de seletividade. Dessa forma,
é possivel inferir que apesar de ndo haver diferenca
significativa entre o tratamento com ABDOC e hABDOC
(p>0,05) quanto a atividade antiamebiana; nesta ultima ha
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uma tendéncia de melhor atividade bioldgica contra
Acanthamoeba spp. e menor citotoxicidade sobre as
células do hospedeiro.

Observou-se por microscépio de luz invertido, a
morfologia celular de HUVEC apds o periodo de
tratamento com ABDOC, hABDOC, CLX e PHMB.
Durante a andlise observacional da morfologia das células
foi possivel perceber o arredondamento celular e seu
desprendimento da monocamada devido ao aumento da
concentracdo de ABDOC e nos controles com CLX e
PHMB, conforme demonstrado pela figura 20, enquanto
nos tratamentos com hABDOC as células apresentaram
morfologia e caracteristicas da monocamada semelhantes
ao controle negativo.
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Figura 20 - Representacdo esquematica da morfologia das
células HUVEC apo6s 48h de tratamento com ABDOC e

hABDOC.
- - - - -
m- - - -

2,5 pg/mL 10,1 pg/mL 40,6 pg/mL 325 pyg/mL

Clorexidina Biguanida
(A) Controle negativo; ABDOC (B, C, D, E), hABDOC (F, G,
H, 1), CLX (J) e PHMB (K). Aumento de 100x.
Fonte: A autora.




6 DISCUSSAO

Neste trabalho, objetivou-se desenvolver e avaliar
uma formulacdo topica de uso ocular de AB previamente
aquecida e associada a um sistema de geleificacdo
termorreversivel in situ para o tratamento da ceratite
amebiana. A CA é uma infeccéo grave da cérnea, que pode
levar a casos definitivos de cegueira e indicacdo para
transplante de cornea (LORENZO-MORALES et al.,
2015). A falta de protocolos para o tratamento de CA
(VISVESVARA, 2013) associado a alta resisténcia das
formas cisticas de Acanthamoeba spp. (LLOYD, 2014),
leva a necessidade do estudo de novas alternativas para a
terapéutica da CA, que sejam eficazes contra as formas
trofozoiticas e cisticas e que apresentem baixa
citotoxicidade para as células de cornea.

A AB é um composto de origem natural,
descoberta na década de 1950 e ainda amplamente
utilizada em casos de infecgdes fungicas (SILVA-FILHO
et al., 2012). Esta disponivel comercialmente como uma
suspensdo coloidal, na qual o DOC é utilizado para a sua
solubilizacdo (VYAS e GUPTA, 2006; BARRATT e
BRETAGNE, 2007) e exerce agdo alterando a
permeabilidade celular, induzindo a formacdo de poros
através das membranas lipidicas dos microrganismos
resultando em morte celular (BOLARD, 1986; MESA-
ARANGO et al., 2012; NEUMANN et al., 2016).

Desde sua aprovacgdo para uso clinico pela FDA
em meados de 1960, continua sendo amplamente utilizada
e considerada medicamento padrdo — ouro para infecgOes
fangicas sistémicas (TOLLEMAR et al., 2001; JOHNSON
e EINSTEIN, 2007), devido a seu amplo espectro de agao
e baixas taxas de resisténcia (OSTROSKY-ZEICHNER et
al., 2003).

No final dos anos 1970, Ernst et al., descreveram
mudangas nas  propriedades  fisico-quimicas  da
Anfotericina B apds aquecimento (Apud SILVA-FILHO et
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al., 2012). Em 1997, Gaboriau e colaboradores
descreveram que o0 aquecimento de AB leva a producéo de
superagregados e que este aquecimento ndo acarreta
prejuizo na atividade do farmaco.

Este aumento no tamanho das particulas foi
relatado também por Van Etten e colaboradores (2000) e
esta relacionado a caracteristica anfifilica da AB e sua
tendéncia de associagdo e formacdo de agregados
(KAMINSKI, 2014). Quando em meio aquoso (polar), a
regido apolar (hidrofdbica) tende a proteger-se, deixando a
regido polar (hidrofilica) em contato com o meio e o
contrario sera verdadeiro caso a ABDOC seja exposta a
um ambiente apolar (OLIVEIRA, 2008).

Neste  trabalho, pretendeu-se  obter o0s
superagregados de AB através do seu aquecimento a 70°C
por 20 minutos. Ap6s 0 seu aquecimento, as amostras de
ABDOC apresentaram mudangas em sua turbidez e
coloracdo; esta Ultima passou de amarelo limpido para
amarelo opaco. Também foi avaliada a obtencdo dos
superagregados de AB através da sua visualizagdo por
MET. Esta andlise permitiu a observacdo de grandes
“aglomerados” de AB, apdés seu aquecimento
comprovando a obtencdo dos superagregados.

De forma a caracterizar a estabilidade fisica dos
superagregados, foram analisados os tamanhos de particula
e indices de polidispersdo (PDI) de ABDOC e hABDOC
por DLS. Esta técnica € amplamente disseminada no meio
cientifico, trata-se de uma metodologia na qual é fornecida
a média de intensidade de espalhamento de luz das
particulas que estdo em movimento browniano em um
sistema de suspensdo (GOLDBURG, 1999). De fato, os
resultados encontrados demonstraram um aumento do
tamanho de particula ap6s o aquecimento. De acordo com
estudos supracitados, a formagdo destes superagregados se
da pela condensacdo das formas monoméricas de AB, e
atinge seu pico de formagéo a 70°C.
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O PDI indica heterogeneidade do didmetro das
particulas em suspensdo; variagbes em seus valores em
funcdo do tempo indicam formacdo de populacbes de
particulas com diametros que ndo existiam inicialmente,
podendo  ser  decorrente de  agregacdo  ou
guebra/degradacdo de particulas (SOUZA et al, 2011).

O indice de polidispersdo pode variar de 0 a 1, e
valores préximos a zero demonstram dispersdes
homogéneas enquanto que valores maiores que 0,7
indicam alta heterogeneidade das populagfes dispersas
(ZHANG e KOSARAJU, 2007; Malvern Instruments
Manuel Guide, 2011). Os resultados demonstraram que ha
estreita faixa de didmetros para as formulagbes de
hABDOC, estando sempre proximas a 0,3, comprovando a
estabilidade térmica da formulagdo aquecida conforme os
dados descritos na literatura (VAN ETTEN et al., 2000;
ZIA et al., 2016). A formulacdo ABDOC, por sua vez,
demonstra aumento progressivo do PDI na formulacdo
armazenada a 4°C, e indices instaveis para O
armazenamento em 25°C e 37°C.

Sabe-se que em solugdes aquosas, a AB existe na
forma de um sistema heterogéneo (PETIT et al., 1998),
apresentando  forma  monoméricas,  oligoméricas,
agregados de ABDOC e micelas puras de DOC (LAMY-
FREUND et al., 1989; FILIPPIN e SOUZA, 2006). O
aquecimento da AB resulta em condensacdo dos
mondmeros e aumento do tamanho de seus agregados,
levando a um novo equilibrio entre as formas (PETIT et
al., 1998). Por consequéncia, ha reducéo na toxicidade da
formulacdo (GABORIAU, et al., 1997; PETIT et al.,
1998), que apresentam maior seletividade pelo ergosterol
presente nas membranas dos microrganismos.

A recomendagdo da industria farmacéutica para o
armazenamento da suspensdo de AB ap6s a sua
reconstituicdo (5mg/mL), é estoca-la sob refrigeracdo (2° a
8°C) e protegida da luz. Dessa forma, é possivel estocar o
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medicamento para utilizacdo por até uma semana (Bristol-
Myers Squibb — PRODUCT MONOGRAPH, 2009). Para
uso ocular, a AB ¢ utilizada empiricamente através da sua
diluicdo em &gua esterilizada, sendo necessarias instilacbes
a cada 1h por parte do paciente (MULLER, 2013). Entre
seus efeitos colaterais estdo listados: irritacdo, dor, ardor; o
gue acarretam em baixa tolerabilidade e adesdo ao
tratamento (MORAND et al., 2007; CHHONKER et al.,
2015).

Muitos estudos vém reportando o objetivo de
diminuir os efeitos colaterais associados tanto ao uso
sisttmico, quanto o uso ocular de AB (VYAS e GUPTA,
2006; BARRATT e BRETAGNE, 2007; MORAND et al.,
2007; CHHONKER et al., 2015; DA SILVEIRA et al.,
2016). Nestes ultimos, os pesquisadores pretendem escapar
da fisiologia ocular, formada por diversas barreiras que
objetivam proteger o olho da entrada de agentes externos e
aumentar o tempo de retencdo de medicamentos na cornea;
para aumentar a biodisponibilidade dos farmacos no olho e
para diminuir a frequéncia de uso das formulacOes
(LUDWIG, 2005; MAYOL et al., 2008; SHASTRI, D. et
al., 2010).

Este estudo propds a incorporagdo de ABDOC e
hABDOC em um sistema de geleificacdo in situ
termorreversivel para o tratamento da CA. Estes sistemas,
em baixas temperaturas sdo aplicados como uma solugéo,
mas quando em contato com a temperatura pré-corneal
sofrem uma reorganizagdo micelar tornando-se mais
Viscosos e permanecendo por mais tempo no local de agéo
desejado (NIE et al., 2011; LOU et al., 2014; DESTRUEL
et al., 2017). Para tanto, foram utilizados como polimeros
o0s poloxamers F-127 e F-68.

Quando em baixas temperaturas, os blocos de
polimeros sdo hidratados e relativamente sollveis em
agua. Com o aumento da temperatura, as cadeias quimicas
tornam-se menos sollveis resultando em interagdes
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hidrofébicas e formacdo de micelas (GRATIERI et al.,
2010; LOU et al., 2014). A desidratacdo da regido
hidrofobica das cadeias de PEO e PPO € o passo inicial
para a formacéo da estrutura do gel (ABELHA, 2012). O
teste de wverificagdo da temperatura de geleificacdo
demonstrou um sistema que escoa livremente em
temperaturas abaixo de 35°C e que ao ser aquecido
geleifica-se. Com a incorporacdo de AB no sistema, houve
diminuicdo da temperatura de geleificagdo para 30°C,
indicando que a incorporacdo de AB no gel
termorreversivel auxiliou na formacdo de micelas,
necessarias para a geleificacdo. Estes resultados
representam um sistema de geleificacdo adequado para a
aplicacdo ocular, uma vez que a temperatura da cornea se
aproxima da temperatura fisioldgica (CANNING et al.,
2002).

Para obter boa penetracdo através da cérnea, um
farmaco precisa apresentar caracteristicas hidrofilicas e
hidrofobicas simultaneamente, uma vez que a cdrnea pode
ser observada com uma estrutura trilaminar: “lipideo-agua-
lipideo”, correspondentes ao epitélio, estroma e endotélio
corneal, respectivamente (MELO-FILHO, 2010). Os géis
oftdlmicos prolongam seu contato com a coérnea por
apresentarem propriedades mucoadesivas, decorrentes de
sua elevada viscosidade e liberam o medicamento por
difusdo apds erosdo do polimero que se hidrolisa (AL
KHATEB et al., 2016; DESTRUEL et al., 2017).

Para o paciente em tratamento de ceratite
infecciosa, o ideal € 0 uso de uma formulag&o farmacéutica
gue possa aumentar o tempo de retengdo do farmaco no
sitio de acdo. Um aumento de minutos no tempo de
residéncia pré-corneal pode significar aumento na
biodisponibilidade, redugdo da dosagem administrada e
frequéncia de instilacdo. Dessa maneira, hA aumento na
aceitacdo do medicamento e permanéncia do paciente no
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esquema de tratamento (EDSMAN et al., 1998; SHASTRI
etal., 2010).

Naginton et al., (1974) descreveram o primeiro
caso de ceratite por Acanthamoeba spp. €, desde entdo nao
hd& um Unico tratamento especifico e de baixa
citotoxicidade sob a cornea humana descrito para casos de
infeccbes  oculares  acantamebianas  (LORENZO-
MORALES et al., 2015; CARRIJO-CARVALHO et al.,
2017). Fatores como a auséncia de um tratamento que
erradique ambas as formas de vida, trofozoitos e cistos,
associado aos efeitos colaterais devido ao uso a longo
prazo dos medicamentos antimicrobianos, fazem da CA
uma urgéncia oftadlmica, considerada um problema de
salde publica (CARRIJO-CARVALHO et al., 2017).

Atualmente dentre as recomendacdes
medicamentosas para o tratamento da CA, estdo
compostos pertencentes a classe das biguanidas e
diamidinas em concentra¢cdes que variam de 0,02% a
0,1%, sendo utilizados a cada hora pelos primeiros 3 dias
de tratamento (TRABELSI et al., 2012; VISVESVARA,
2013; LORENZO-MORALES et al., 2015; CARRIO-
CARVALHO et al., 2017). E, devido a toxicidade destes
agentes no tecido ocular, os pacientes sdo acompanhados
de perto até o decréscimo na frequéncia de instilacdo dos
colirios (CARRIJO-CARVALHO et al., 2017).

A CLX e PHMB s&o comumente utilizados para o
tratamento da CA, mas seu uso diario e em longo prazo
acarreta o surgimento de efeitos colaterais como falta de
regeneracdo corneal, ocorréncia de catarata, atrofia da iris,
ulceracdo de cornea, glaucoma, hiperemia e fotofobia
(KOSRIRUKVONGS et al., 1999; FURRER et al., 2002;
EHLERS e HJORTDAL, 2004; HERZ et al., 2008;
PALME et al., 2017). De forma a fornecer maior conforto
ao paciente durante o tratamento, na maioria dos casos sao
associados o uso de colirios cicloplégicos para analgesia e
paralisacdo da acomodag&o visual.
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De acordo com Ehlers e Hjortdal (2004), CLX e
PHMB né&o apresentam especificidade de interagdo com o
metabolismo do protozoario, e acabam afetando a
integridade das membranas celulares do hospedeiro,
levando a morte celular. Herz e seus colaboradores (2008),
afirmam que a CLX ¢é capaz de provocar estresse oxidativo
e contribuir para a formacdo de cataratas, alterando as
membranas lipidicas e induzindo alteracdes eletroliticas.

Ainda nesse contexto, quando usudrios de lentes
de contato utilizam CLX e PHMB podera ocorrer piora dos
efeitos colaterais; uma vez que estes farmacos sdo capazes
de ligar-se as lentes de contato e, por consequéncia, terdo
aumentado seu tempo de retencdo na cdrnea induzindo
aumento de sua permeabilidade (CARRIJO-CARVALHO
etal., 2017).

De modo complementar, os medicamentos
antifungicos também sdo considerados no tratamento da
CA; estdo dentre estes a neomicina, itraconazol,
clotrimazol e voriconazol (TU et al., 2010; GUPTA et al.,
2011; TRABELSI et al., 2012; LORENZO-MORALES et
al., 2015).

O uso tépico ocular de AB ¢ indicado em casos de
ceratites flngicas, especialmente aquelas causadas por
espécies de Candida (SAID et al., 2011). Entretanto,
alguns relatos na literatura descrevem casos de pacientes
utilizando colirio de AB para o tratamento da CA, como
por exemplo, o estudo publicado por SIDDIQUI et al.
(2014).

Neste estudo, foram relatados dois casos de
pacientes do sexo feminino, usuarias de lentes de contato,
gue obtiveram o diagnostico de ceratite por Acanthamoeba
spp. e realizaram como tratamento inicial uma associagao
de farmacos utilizados a cada hora; dentre eles, colirios de
Moxifloxacino, VVancomicina, Amikacina, Anfotericina B
e uma pomada de Propamidina. Apesar de ndo ser
amplamente citada entre os fArmacos utilizados para CA, a
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AB ¢ utilizada pelos oftalmologistas durante o inicio do
tratamento de casos de ceratite infecciosa, pois podera ser
flngica ou mesmo coinfeccao. E necessério considerar que
em casos de ceratites infecciosas ndo se pode esperar 0
resultado do exame laboratorial para se iniciar o
tratamento.

Em casos de ceratites infecciosas justifica-se o uso
da combinacdo de diversos antimicrobianos, levando-se
em consideracdo que em muitos dos casos ha a incorreta
avaliacdo do agente causador, uma vez que 0s sinais e
sintomas entre as ceratites infecciosas sdo semelhantes
(CLAERHOUT et al., 2004; ANANE et al., 2008;
KOVACEVIC et al., 2008; LORENZO-MORALES et al.,
2015).

A AB é estudada em diversos trabalhos que
objetivam avaliar sua atividade amebicida potencial contra
Acanthamoeba spp. (LIM et al., 2000; MATTANA et al.,
2004; IOVIENO et al., 2014; NAKAMINAMI et al.,
2017) e outros protozoérios (LACHAUD et al., 2009;
PAILA et al., 2010; PURKAIT et al., 2012; PURKAIT et
al., 2015).

No presente estudo, os testes de avaliacdo da
atividade bioldgica das formulagdes de AB (ABDOC e
hABDOC) tiveram como finalidade avaliar a efetividade
das formulacdes frente a trofozoitos e cistos de
Acanthamoeba spp. Neste sentido, observou-se que ambas
as formulagbes de AB, apresentaram atividade contra
trofozoitos e cistos, tanto para a cepa padrdo ATCC 50492,
isolada de um paciente com CA no inicio da década de
1980 e muito utilizada para testes de novos farmacos
visando atividade amebicida (RODIO et al., 2008;
SIDDIQUI e KHAN, 2012b; BORASE et al.,, 2013;
VERISSIMO et al., 2013); quanto para o isolado regional
obtido pelo LAPEO no ano de 2015 e ainda com suas
caracteristicas de patogenia e viruléncia preservadas, pois
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foram utilizados entre o 3° ao 5° subcultivos pés-
isolamento.

Devido a estas caracteristicas, observou-se um
perfil de menor sensibilidade do isolado regional em
comparagdo com a cepa ATCC (cultivada por longo tempo
no laboratdrio), tanto nos testes das formulagdes frente aos
trofozoitos quanto aos cistos, provavelmente ja ndo
expressando varios fatores de viruléncia. Isolados mais
virulentos de Acanthamoeba spp. apresentam-se mais
resistentes aos farmacos, pois tem maior capacidade de
encistamento, altas taxas de reproducdo, tolerancia a altas
temperaturas (WALOCHNIK et al., 2000). Estudos
demonstram que essa perda de viruléncia ndo é
permanente, podendo ser atenuada através da passagem do
protozoario por modelo animal (MAZUR e HADAS,
1994; KOHSLER et al., 2008; VERISSIMO et al., 2013).

Além disso, os resultados dos testes de atividade
amebicida permitiram observar que ndo somente a
ABDOC apresenta atividade contra Acanthamoeba spp.,
mas a formulacdo de ABDOC pré-aquecida também,
demostrando que o aquecimento prévio de ABDOC néo
acarretou em perda ou prejuizos de atividade
farmacoldgica. E mais, hABDOC demonstrou ser tao
efetiva quanto CLX e PHMB em sua atividade cisticida
guando avaliada ap6s 96 h de tratamento das amebas.

A atividade amebicida in vitro das formulacbes de
AB foi dependente da dose e do tempo de incubagdo. Este
perfil dose e tempo dependente de AB é amplamente
relatado em diversos estudos (COHEN, 1986; BURGESS
et al., 2000; WALSH et al., 2000; ANDES, 2003). Neste
trabalho observou-se que a viabilidade amebiana variou
entre 48 e 96 horas, ocorrendo diminui¢do da viabilidade
guanto maior o tempo de incubagdo e maior concentragao
das formulacdes de AB.

O pré-aquecimento da AB ndo influéncia em sua
atividade antimicrobiana, como reportado por Gaboriau et
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al. (1997) e Van Etten et al. (2000), que ndo encontraram
diferengas entre o tratamento com ABDOC e hABDOC
em células de Candida albicans em relacdo a acdo
fungicida/fungistatica. Petit et al. (1999) avaliaram o uso
de hABDOC para o tratamento da leishmaniose. Neste
estudo, foi reportado uma melhor atividade bioldgica de
hABDOC quando comparada a ABDOC frente as formas
amastigotas de Leishmania donovani, assim como uma
menor toxicidade relacionada a hABDOC.CHERON et al.
(2003), avaliou os mecanismos pelos quais ha melhora na
atividade bioldgica de hABDOC frente a Leishmania
donovani, evidenciando o aumento de absor¢do do
medicamento por células de macréfagos, como também a
menor citotoxicidade apresentada por hABDOC devido a
menor quantidade de AB livre no soro.

No presente estudo, os resultados de avaliagcdo
citotéxica frente a HUVEC demostraram que hABDOC
apresentou menor acdo citotéxica em relacdo a ABDOC,
como em relacdo aos farmacos mais utilizados para o
tratamento da CA, como a CLX e PHMB.

Vérios trabalhos tém aplicado sistemas de
geleificacdo in situ termorreversivel para uso topico ocular
visando a entrega de antimicrobianos, permitindo o
aumento do tempo de retencdo de farmacos e
melhoramento na biodisponibilidade frente a cornea
(SHASTRI, D. H. et al., 2010; NANJWADE et al., 2012;
KESAVAN et al., 2016; MAKWANA et al., 2016).

Tendo em vista a fisiopatologia da CA e as
complicagbes decorrentes desta desordem, além das
caracteristicas de atividade amebicida de ABDOC e
hABDOC (atividade amebicida dependente da dose e
tempo de contato), o emprego de um sistema de
geleificacdo in situ termorreversivel de uso topico ocular
associado a hABDOC podera ser promissor para o
tratamento da CA.

82



Para a avaliacdo do comportamento amebiano
frente a formulacdo geleificante in vitro, foi necessario
garantir a aplicacdo de concentracbes de uso das
formulagdes de AB, visando avaliar o grau de recuperacao
dos trofozoitos e mesmo se as formulagBes induziam ao
encistamento. Com o tempo de contato por 48 horas e
aumento da concentracdo das formulaces de AB, pode-se
perceber a diminuicdo do nimero de trofozoitos
recuperados, além disso, observou-se que 0 maior tempo
de retencdo inibiu a formagdo de cistos. O contato das
formas recuperadas em cultivo monoxénico por 7 dias com
as diferentes concentragcBes das formulacBes de AB
(aliquotas de 25 pl do gel termorreversivel), ja ndo era
mais possivel observar formas amebianas. O tratamento de
ceratites infecciosas é longo; o uso de AB tdpico para o
tratamento de ceratites fingicas pode alcancar cerca de 12
semanas (SUN et al., 2007). Portanto, mais estudos sobre
formulacdo geleificante associada a hABDOC, quepor
atividade amebicida e por aumentar o tempo de residéncia
do farmaco no sitio de agdo, assim como diminuir a
frequéncia de instilacdo de colirio, podera ser uma nova
alternativa para a terapéutica da CA.

Os resultados do presente trabalho demostraram
gue a hABDOC ndo afetou a viabilidade das células
HUVEC e apresentou menor toxicidade comparada a
ABDOC convencional. A partir do aquecimento prévio de
ABDOC, houve o rearranjo molecular das particulas em
suspensdo e formacdo de superagregados. O aumento no
tamanho das particulas pela formacdo de superagregados
estd relacionado com a menor citotoxicidade da
formulacdo pré-aquecida quando comparada a AB-DOC
convencional, isto porque a maior estabilidade
termodindmica apresentada por hABDOC influéncia sua
associacdo com membranas lipidicas (ZIA et al., 2016).

Buscando-se novas alternativas para a terapia da
CA, a hABDOC pode vir a tornar-se uma estratégia a ser
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utilizada como um potente antiamebiano, com baixa
citotoxicidade, baixo custo, como também podera ser
aplicado em casos de coinfecgdes fungicas da cornea.
Aliado a isso, a associacdo de hABDOC a um sistema de
geleificacdo in situ podera ser promissor para o tratamento
da ceratite amebiana pelo aumento de retencdo do farmaco
na superficie ocular. Ressalta-se a necessidade de estudos
complementares para caracterizacdo reoldgica da
formulacdo topica ocular de superagregados de
anfotericina B associada a um sistema de geleificacéo in
situ termorreversivel para o tratamento da ceratite
amebiana desenvolvido no presente estudo.
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7 CONCLUSOES

O pré-aquecimento de ABDOC leva ao seu rearranjo
molecular, levando a formacdo de grandes particulas
denominadas de superagregados;

* Os superagregados obtidos pelo aquecimento a 70°C por
20 min de ABDOC demonstram estabilidade térmica ap6s
seu armazenamento por 90 dias em diferentes
temperaturas;

*« ABDOC ¢ hABDOC demonstraram acdo antitrofozoitica
e anticistica contra diferentes cepas/isolados de
Acanthamoeba spp.;

* A atividade amebicida in vitro das formulacGes contra a
cepa A. castellanii isolado regional de Acanthamoeba spp.
foi dependente do tempo de incubacéo e da dose.

« hABDOC demonstrou menor citotoxicidade e maior
seletividade frente a células HUVEC quando comparada
ao tratamento com ABDOC;

* A associagdo entre um sistema de geleificacdo in situ e

hABDOC pode representar uma alternativa promissora
para o tratamento para a CA.
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PERSPECTIVAS

+ Avaliacdo da integridade das membranas de cistos
e trofozoitos de Acanthamoeba spp. apds a
exposicdo as formulacdes de AB por microscopia
eletrénica — andlise ultraestrutural;

» Avaliacdo da toxicidade das formulagdes ABDOC
e hABDOC através de ensaios de membrana
corioalantoide de ovo embrionado de galinha;

* Auvaliacéo reoldgica de ABDOC e hABDOC para
verificagdo de alteragdo na viscosidade e turbidez
apds o aquecimento;

» Realizagdo dos testes de citotoxicidade celular sob
células da cornea;

* Realizagdo de coculturas celulares de amebas e
células da cornea;

* Realizacdo dos testes de liberacdo de ABDOC e

hABDOC do sistema de geleificacdo in situ
termorreversivel.
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APENDICE A - Estudo da estabilidade fisica dos
superagregados
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Populagbes de particulas presentes em ABDOC
armazenada a 4°C nos dias 25, 40, 50, 65, 80 e 90 de
incubacéo.
ABDOC 4° C
Tamanho % Intensidade Desvio
Pico 1 268,8 86,1 147
Dia 25 | Pico 2 45,11 12,5 13,7
Pico 3 4647 0,8 808
Tamanho % Intensidade Desvio
Pico 1 276,5 96,6 210,2
Dia40 | Pico2 4093 3.4 1128
Pico 3 0 0 0
Tamanho % Intensidade Desvio
Pico 1 338,5 95,7 380,3
Dia 50 | Pico2 42,18 3,5 6,892
Pico 3 4800 0,8 715,5
Tamanho % Intensidade Desvio
Pico 1 4459 73,6 278,2
Dia 65 | Pico2 79,15 20,7 28,59
Pico 3 4727 54 877,2
Tamanho % Intensidade Desvio
Pico 1 639,5 95,5 308,7
Dia 80 | Pico2 4698 4,5 763,4
Pico 3 0 0 0
Tamanho % Intensidade Desvio
Pico 1 865,6 64 541,7
Dia 90 | Pico2 130,7 19,1 48,45
Pico 3 4380 15,8 953,5
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Diametro médio das estruturas presentes em ABDOC
armazenada a 4°C nos dias 25 (A), 40 (B), 50 (C), 65 (D),

80 (E) e 90 (F) de incubacao

Populagbes de particulas presentes em hABDOC
armazenada a 4°C no dia 80.
hABDOC 4° C
Tamanho % Intensidade | Desvio
Pico 1 1224 96,7 922
Dia 80 | Pico 2 5198 2,7 379
Pico 3 77,03 0,5 10,89
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Diametro médio das estruturas presentes em hABDOC
armazenada a 4°C no 80° dia de incubacdo.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (dnm)

Record 42: hABDOC 4°C Dia 80

Diametro médio das estruturas presentes em ABDOC
armazenada a 25°C nos dias 2, 10 e 80 de incubacéo.

ABDOC 25° C
‘ ‘ Tamanho % Intensidade  Desvio
Dia2  Picol 579 82,9 314
Pico2 86,68 15,7 28,76
Pico 3 20,32 14 5,295
\ \ Tamanho % Intensidade  Desvio
Dia 10  Pico1l 1111 96,9 721,3
Pico2 4899 2,3 578,1
Pico 3 86,9 0,7 14,6
‘ ‘ Tamanho % Intensidade | Desvio
Dia 80  Pico1l 1199 64,7 502,5
Pico2 4642 35,3 866,6
Pico 3 0 0 0

120



Diametro médio das estruturas presentes em ABDOC
armazenada a 25°C nos dias 2 (A), 10 (B) e 80 (C) de

incubacéo.

A

“
§
LI

Diametro médio das estruturas presentes em ABDOC
armazenada a 37°C no segundo dia de incubag&o.

ABDOC 37° C
Tamanho % Intensidade Desvio
Dia2 | Picol 1003 79,7 430,9
Pico 2 4745 11,5 846,9
Pico 3 181,3 8,8 54,66

121



Diametro médio das estruturas presentes em ABDOC
armazenada a 37°C nos dias 2 (A), 10 (B) e 80 (C) de
incubacéo.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
N os o o

01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 48: ABDOC 27°C Dia 2|
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