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RESUMO 

Acanthamoeba spp. são protozoários ubiquitários na biosfera. 

Nos humanos são agentes causadores de infecções, como a 

encefalite amebiana granulomatosa e ceratite amebiana. O 

tratamento destas infecções é inespecífico, baseado em diversas 

combinações de fármacos. Novas estratégias terapêuticas a 

partir da busca por compostos ativos de plantas medicinais vêm 

sendo investigadas para encontrar novas alternativas para o 

tratamento das infecções acantamebianas. O gênero Eugenia é 

comumente utilizado na medicina popular e estudos demostram 

atividade antimicrobiana, tripanocida e antifúngica. Neste 

contexto, o objetivo deste estudo foi investigar o potencial 

antiamebiano do extrato bruto e compostos isolados de Eugenia 

hiemalis Cambessèdes visando combater infecções causadas 

por Acanthamoeba spp. Os testes de atividade amebicida foram 

realizados com a cepa de Acanthamoeba castellanii Neff e com 

um isolado clínico regional de Acanthamoeba spp. obtido a partir 

de raspado de córnea de paciente. Para a realização dos ensaios 

de atividade amebicida, os trofozoítos de Acanthamoeba spp. 

foram expostos a diversas concentrações do extrato bruto de E. 

hiemalis e aos compostos isolados acetato de miconidina e O-

metil-olivetol. As células viáveis foram quantificadas em 

hemocitômetro, observando-se uma inibição de trofozoítos 

concentração-dependente. O tipo de morte celular causada pelo 

composto acetato de miconidina foi avaliado por meio da 

citometria de fluxo. A nanoemulsão rica em lipídeos contendo o 

composto isolado acetato de miconidina foi preparada 



 

apresentando um tamanho médio de 118,2 nm e características 

físico-químicas estáveis. A nanoemulsão contendo o acetato de 

miconidina foi testada frente aos trofozoítos de A. castellanii Neff, 

exibindo melhora significativa na atividade quando comparada ao 

composto livre, apresentando uma diminuição de cinco vezes o 

valor da CI50. A nanoemulsão contendo o composto foi capaz de 

reduzir parte da citotoxicidade frente a células de córnea de 

coelho quando comparada ao composto livre. Estes resultados 

sugerem que a nanoemulsão contendo o composto acetato de 

miconidina pode ser considerada uma potencial alternativa para 

o tratamento infecções causadas por Acanthamoeba spp. 

Palavras–chave: Acanthamoeba; Eugenia hiemalis; acetato de 

miconidina; nanoemulsão. 

 



 

ABSTRACT 

Acanthamoeba spp. are ubiquitous protozoa in the biosphere. In 

humans they are agents that cause infections, such as 

granulomatous amoebic encephalitis and amoebic keratitis. 

Treatment of these infections is non-specific, based on several 

combinations of drugs. New therapeutic strategies from the 

search for active compounds of medicinal plants have been 

investigated to find new alternatives for the treatment of amoebic 

infections. The genus Eugenia is commonly used in popular 

medicine and studies show antimicrobial, trypanocidal and 

antifungal activity. In this context, the objective of this study was 

to investigate the acantamoebic potential of the crude extract and 

isolated compounds of Eugenia hiemalis Cambessèdes in order 

to combat infections caused by Acanthamoeba spp. Amoebicidal 

activity tests were performed with the Acanthamoeba castellanii 

Neff strain and with a regional clinical isolate of Acanthamoeba 

spp. obtained from scraping patient's cornea. For the amoebicidal 

activity assays, the trophozoites of Acanthamoeba spp. strains 

were exposed to various concentrations of the crude extract and 

to the isolated compounds miconidine acetate and O-methyl-

olivetol. Viable cells were quantified in hemocytometer, with 

concentration-dependent inhibition of trophozoites. The type of 

cell death caused by the miconidine acetate compound was 

evaluated by flow cytometry. The lipid-rich nanoemulsion 

containing the miconidine acetate compound was prepared 

having an average size of 118.2 nm and stable physico-chemical 

characteristics. The nanoemulsion containing the miconidine 



 

acetate was tested against Acanthamoeba spp. strains 

trophozoites, exhibiting significant improvement in activity when 

compared to the free compound, exhibiting a five-fold decrease in 

IC50 values. The nanoemulsion containing the miconidine 

acetate was able to reduce part of the cytotoxicity against rabbit 

corneal cells as compared to the free compound. These results 

suggest that the nanoemulsion containing the miconidine acetate 

compound may be considered a potential alternative for the 

treatment of infections caused by Acanthamoeba spp. 

Key – words: Acanthamoeba, Eugenia hiemalis, miconidine 

acetate, nanoemulsion. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

As amebas de vida livre (AVL) estão entre os 

protozoários mais frequentes encontrados na natureza. 

Distribuídas mundialmente, já foram encontradas em diversas 

fontes ambientais e antropogênicas, como água doce natural e 

tratada, estojos de lentes de contato e condicionadores de ar 

(CARLESSO et al., 2010; CASTRILLÓN; OROZCO, 2013; 

EDAGAWA et al., 2009; HASSAN et al., 2012; LIU et al., 2006; 

MOLMERET et al., 2005; ONICHANDRAN et al., 2013; PENS et 

al., 2008; REYES-BATLLE et al., 2016). O gênero Acanthamoeba 

têm sido amplamente estudado devido ao aumento das infecções 

relacionadas ao protozoário, como a ceratite amebiana e a 

encefalite amebiana granulomatosa (GOMES et al., 2016).  

Os tratamentos destas infecções são inespecíficos e são 

baseados em diversas combinações de fármacos (GRAFFI et al., 

2014). Alternativas para o tratamento da ceratite amebiana e da 

encefalite amebiana vêm sendo investigadas a partir da busca 

por compostos ativos de plantas medicinais, que possam ser 

ativos contra trofozoítos e cistos de Acanthamoeba spp., que não 

induzam ao encistamento e não sejam tóxicos aos tecidos.  

O gênero Eugenia pertence à família Myrtaceae e, devido 

a sua grande quantidade de compostos fenólicos, assume 

destaque por serem utilizados como plantas medicinais (SIMÕES 

et al., 2018). Estudos relatam a atividade do gênero frente ao 
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Trypanosoma cruzi e cepas de Mycoplasma (BENFATTI et al., 

2010; SANTOS et al., 2012).  

Os compostos acetato de miconidina e O-metil-olivetol de 

E. hiemalis são derivados fenólicos isolados de folhas e botões 

florais da planta (ZATELLI et al., 2016). A investigação da 

atividade do extrato bruto e compostos isolados de E. hiemalis 

contra Acanthamoeba spp. é um campo a ser explorado, visto a 

mínima existência de dados na literatura e evidências de 

atividade amebicida de plantas da família Myrtaceae.  

Sistemas nanocarreadores são considerados uma 

estratégia para associação de compostos e produtos naturais 

devido ao seu tamanho reduzido. Estão associados ao aumento 

da biodisponibilidade com consequente aumento da atividade, 

além da diminuição da citotoxicidade de compostos (AL-JAMAL 

et al., 2013; ANWAR; KHAN; SIDDIQUI, 2018). Dentre os 

nanocarreadores, as nanoemulsões ganham destaque pela fácil 

preparação, estabilidade, por apresentarem ausência de 

coalescência, fácil escalonamento, além de serem 

biocompatíveis e possuírem capacidade de encapsular uma 

ampla gama de compostos bioativos (KAUR; KAKKAR, 2014). 

Sendo assim, o presente trabalho avaliou a atividade 

amebicida do extrato bruto e compostos isolados de E. hiemalis a 

fim de combater as infecções causadas por Acanthamoeba spp. 

O composto isolado acetato de miconidina foi incorporado a uma 

nanoemulsão rica em lipídeos, visando a melhora de atividade do 

composto. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 Amebas de vida livre  

As amebas de vida livre (AVL) são protozoários 

ubiquitários na biosfera, também denominadas seres anfizóicos 

devido a sua capacidade de viver na forma livre e 

ocasionalmente habitar um hospedeiro (SCHUSTER, 

VISVESVARA, 2004; GUIMARAES et al., 2016). Esses 

microrganismos se alimentam de bactérias, algas, fungos, 

protozoários e partículas orgânicas (CATEAU et al., 2014). Estas 

amebas já foram encontradas em diversas fontes como oceanos, 

lagos, solos e fontes antropogênicas, como água de torneira, 

piscinas, unidades de hemodiálise, unidades de tratamento 

dentário, condicionadores de ar e estojos de lentes de contato 

(MOLMERET et al., 2005; LIU et al., 2006; PENS et al., 2008; 

CAUMO et al, 2009; EDAGAWA et al., 2009; CARLESSO et al., 

2010; HASSAN et al., 2012; ONICHANDRAN et al., 2013; 

REYES-BATLLE et al., 2016).  

Entre as AVL, quatro gêneros são responsáveis por 

infecções oportunistas e não oportunistas em humanos e 

animais: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia e Sappinia 

(TRABELSI et al., 2012). O gênero Acanthamoeba é o agente 

causador da encefalite amebiana granulomatosa, infecção grave 

do cérebro, dermatite acantamebiana em pacientes 

imunocomprometidos e a ceratite amebiana em indivíduos 

imunocompetentes, atingindo principalmente usuários de lentes 
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de contato (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).  Dentre as 

40 espécies do gênero Naegleria, Naegleria fowleri é o agente 

etiológico da meningoencefalite aguda e fulminante, que leva a 

morte de indivíduos saudáveis com histórico de contato com 

água e piscinas contaminadas (DA ROCHA-AZEVEDO; 

TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL, 2009). O gênero Balamuthia 

é responsável por uma encefalite semelhante à encefalite 

amebiana granulomatosa causada por Acanthamoeba spp., 

entretanto, pode infectar indivíduos saudáveis (VISVESVARA; 

MOURA; SCHUSTER, 2007; VISVESVARA, 2013). A Sappinia 

pedata é encontrada em solo contaminado com fezes de alces, 

bisões e gado, identificada como espécie causadora de 

encefalite em um indivíduo saudável, não sendo relacionada a 

nenhum outro caso da doença (VISVESVARA; MOURA; 

SCHUSTER, 2007).  

 

2.2 O gênero Acanthamoeba  

 O gênero Acanthamoeba foi descrito pela primeira vez 

por Castellani, a partir de uma cultura do fungo Cryptococcus 

pararoseus contaminada com amebas (KHAN, 2006). O primeiro 

indício que o gênero poderia ser patogênico foi relatado em 1958 

durante testes de segurança da vacina da poliomielite, quando 

placas contaminadas por cistos e trofozoítos de Acanthamoeba 

causaram a morte de ratos e macacos (MARCIANO-CABRAL; 

CABRAL, 2003).  Acanthamoeba spp. estão entre os 

protozoários mais prevalentes encontrados no ambiente 
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celular (ODDÓ, 2006; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 

2007). A exposição do trofozoíto a condições desfavoráveis, 

como mudança de pH e temperatura, ausência de nutrientes e 

tratamento com agentes terapêuticos, acarreta a formação do 

cisto (ANWAR; KHAN; SIDDIQUI, 2018).  

O cisto é formado por duas paredes denominadas 

endocisto e o ectocisto. O endocisto é a parede interna, 

apresenta-se espesso, e pode ter formato estrelado, ovalar, 

poligonal ou redondo, enquanto o ectocisto é a parede externa, 

fina e rugosa (VISVESVARA, 2013). Seu diâmetro varia de 12 a 

25 µm, de acordo com a espécie e genótipo (LORENZO-

MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). O endocisto constitui-

se de polissacarídeos, principalmente celulose, enquanto o 

ectocisto consiste em uma mistura de proteínas e 

polissacarídeos (ANWAR; KHAN; SIDDIQUI, 2018). 

 

2.2.1 Classificação morfológica e molecular de 

Acanthamoeba spp. 

Baseado nos critérios propostos por Pussard e Pons 

(1977), o gênero Acanthamoeba divide-se em três grupos 

(grupos I, II e III), de acordo com o tamanho e características 

morfológicas dos cistos (CASTRILLÓN; OROZCO, 2013). 

O grupo I é caracterizado por espécies que apresentam 

grandes cistos, que variam de 16 a 30 µm de tamanho 

(VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007). O endocisto 

possui forma estrelada, enquanto ectocisto possui uma parede 

lisa ou rugosa (CASTRILLÓN; OROZCO, 2013). As amebas 
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desse grupo são principalmente ambientais, não associadas a 

infecções em humanos e animais (QVARNSTROM et al., 2013). 

Quatro espécies estão incluídas nesse grupo, sendo elas A. 

astronyxis, A. comandoni, A. echinulata e A. tubiashi (KHAN, 

2006). 

As acantamebas pertencentes ao grupo II são 

causadoras da maioria das infecções humanas relatadas, além 

de incluir as amebas mais comumente isoladas no ambiente 

(QVARNSTROM et al., 2013). O ectocisto apresenta-se rugoso, 

enquanto o endocisto pode possuir forma estrelada, poligonal, 

triangular ou ovalada, medindo 18 µm ou menos (MARCIANO-

CABRAL; CABRAL, 2003; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 

2007). Este grupo inclui 11 espécies: A. mauritanensis, A. 

castellanii, A. polyphaga, A. quina, A. divionensis, A. triangularis, 

A. lugdunensis, A. griffini, A. rhysodes, A. paradivionensis e A. 

hatchetti (TRABELSI et al., 2012). 

Espécies do grupo III também demonstraram ser 

patogênicas (COSTA et al., 2010). As acantamebas desse grupo 

são caracterizadas por um ectocisto fino e ondulado, endocisto 

arredondado ou globoso, medindo 18 µm ou menos  

(MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003; VISVESVARA; MOURA; 

SCHUSTER, 2007). Esse grupo possui cinco espécies: A. 

palestinensis, A. culbertsoni, A. royreba, A. lenticulata e A. 

pustulosa (TRABELSI et al., 2012). 

Cerca de 20 espécies são descritas com base nessa 

classificação, mas uma identificação específica é dificultada 

devido ao polimorfismo e a alterações resultantes das condições 
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da cultura (DUARTE et al., 2013). Critérios imunológicos, 

bioquímicos e fisiológicos foram aplicados para identificar as 

diferentes espécies de Acanthamoeba, porém, muitas delas 

compartilham das mesmas características, tornando esses 

critérios de classificação deficientes para a identificação 

(CASTRILLÓN; OROZCO, 2013). Atualmente, estudos 

moleculares são utilizados em conjunto com a identificação 

morfológica. A metodologia mais aceita para classificação de 

Acanthamoeba spp. é baseada no sequenciamento da 

subunidade menor do gene 18S rDNA, permitindo a classificação 

em diferentes genótipos/espécies (VISVESVARA; MOURA; 

SCHUSTER, 2007).  

O estudo do fragmento denominado ASA.S1 do gene 18S 

rDNA é a região mais utilizada para a identificação genotípica de 

isolados de Acanthamoeba spp. (SCHROEDER et al., 2001). O 

comprimento do produto amplificado varia entre 423 e 551 pares 

de base, sendo que cada genótipo exibe 5% ou mais de 

sequências divergentes entre diferentes genótipos (LORENZO-

MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). 

Até o momento, o gênero Acanthamoeba é composto por 

21 genótipos denominados de T1 a T21 (CORSARO et al., 2019; 

LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). Destes, 11 

genótipos já foram identificados como causadores de infecções 

em humanos, sendo eles: T1, T2a, T3, T4, T5, T6, T10, T11, 

T12, T13 e T15 (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 

2015; THAMMARATANA; LAUMMAUNWAI; BOONMARS, 2016). 
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A maioria das infecções humanas por Acanthamoeba 

spp. estão associadas ao genótipo T4, que inclui as espécies A. 

castellanii, A. polyphaga e A. culbertsonii (LORENZO-MORALES; 

KHAN; WALOCHNIK, 2015). A prevalência do genótipo em 

casos de ceratite amebiana tem sido relacionada à maior 

abundância do mesmo no ambiente, sugerindo uma maior 

exposição do hospedeiro a essas amebas (HAJIALILO et al., 

2016; MAGHSOOD et al., 2005). 

 

2.2.2 Infecções humanas causadas por Acanthamoeba spp. 

Devido a sua ampla distribuição na natureza e 

ubiquitariedade, infecções humanas causadas por 

Acanthamoeba spp. já foram relatadas mundialmente (KRÓL-

TURMIŃSKA; OLENDER, 2017). As infecções acantamebianas 

podem acometer indivíduos saudáveis e indivíduos 

imunocomprometidos ou imunodeficientes. O gênero é o agente 

causador de duas infecções principais: a ceratite amebiana e a 

encefalite amebiana granulomatosa (LASS et al., 2017).  

 

2.2.2.1 Ceratite Amebiana 

A ceratite amebiana é uma infecção grave da superfície 

ocular, refratária à terapia antibiótica tradicional (MAYCOCK; 

JAYASWAL; ED, 2016). A doença acomete principalmente 

usuários de lentes de contato, como também indivíduos com 

trauma corneano associados à exposição a água contaminada, 

ferimentos com adornos de jardinagem e pesca e contato com 
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corpos estranhos veiculados pelo vento (GRAFFI et al., 2014; 

CARNT; STAPLETON, 2016). 

Um aumento notável no número de casos de ceratite 

amebiana ocorreu em meados de 1980, devido à popularização 

do uso de lentes de contato (GRAFFI et al., 2014). Países com 

alta prevalência do uso de lentes de contato estimam que 85 a 

88% dos casos de ceratite amebiana ocorrem em usuários de 

lentes, com casos de indivíduos não usuários predominando em 

ambientes rurais  (SAW; KILVINGTON, 2009; CARNT; 

STAPLETON, 2016;). 

Trofozoítos de Acanthamoeba spp. têm tendência à 

adesão em superfícies, passo chave para transmissão do gênero 

a partir das lentes de contato e estojos. A alteração da 

integridade da córnea, seja pelo uso excessivo das lentes de 

contato ou mesmo abrasão ou formação de fissuras, torna 

usuários de lentes de contato mais suscetíveis a infecções 

causadas por microrganismos como Acanthamoeba spp., pois 

permite a exposição de receptores de adesão, permitindo a 

adesão e após invasão da ameba ao epitélio corneano (GRAFFI 

et al., 2014). 

O principal fator de risco para a ceratite amebiana é a 

falta de higiene dos estojos de lentes de contato (KHAN, 2006; 

LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). Outros 

fatores de risco estão associados, como o uso de lentes de 

contato por um longo período de tempo, trauma corneano, 

limpeza incorreta e formação de biofilme nos estojos de lentes de 
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contato, como também a exposição à água contaminada 

(TRABELSI et al., 2012; GOMES et al., 2016). 

A ceratite amebiana geralmente é unilateral, mas casos 

bilaterais já foram relatados (CARNT; STAPLETON, 2016). Os 

sintomas estão associados à invasão e degradação dos 

componentes da córnea, o que resulta em inflamação com 

vermelhidão, infiltração estromal, edema, opacidade, perda 

epitelial, sensação de corpo estranho e edema nas pálpebras 

(Figura 2) (KHAN, 2006; TRABELSI et al., 2012). A dor relata na 

ceratite amebiana é muito intensa e desproporcional aos 

achados biomicroscópicos (GRAFFI et al., 2014). 

 

Figura 2. Infiltrado neutrofílico na córnea de paciente com 

ceratite amebiana 

 

Presença de infiltrado neutrofílico.  Diagnóstico laboratorial 
realizado por cultivo e isolamento de trofozoítos e cistos de 
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Acanthamoeba spp., a partir do raspado da córnea do paciente 
no Laboratório de Estudos de Protozoários Emergentes e 
Oportunistas, Departamento de Análises Clínicas, Universidade 
Federal de Santa Catarina. Fonte: LAPEO/UFSC. 
 

O diagnóstico precoce é essencial para o sucesso 

terapêutico (MAYCOCK; JAYASWAL; ED, 2016). Quando a 

doença é diagnosticada tardiamente, as amebas já penetraram o 

estroma corneano, agravando o caso e podendo evoluir para 

ulceração do epitélio da córnea, perfuração, perda da acuidade 

visual e até perda da visão (TRABELSI et al., 2012; LORENZO-

MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). 

O tratamento da ceratite amebiana é prolongado, a 

maioria dos regimes de tratamento iniciam-se com instilações 

tópicas de soluções contendo o fármaco de hora em hora, que 

podem ser reduzidas devido à alta toxicidade ao epitélio 

corneano, estendendo-se por mais de 6 meses (CARNT; 

STAPLETON, 2016). Atualmente, não há tratamento específico 

para a ceratite amebiana e diversos medicamentos são 

utilizados, os quais visam a erradicação dos cistos e trofozoítos 

viáveis associado à diminuição da resposta inflamatória (DART; 

SAW; KILVINGTON, 2009; MARTÍN-NAVARRO et al., 2010; 

ALKHARASHI et al., 2016). 

 

2.2.2.2 Encefalite amebiana granulomatosa 

A encefalite amebiana granulomatosa é uma infecção 

oportunista crônica e progressiva do sistema nervoso central, 

que pode atingir também os pulmões (MARCIANO-CABRAL; 
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CABRAL, 2003). A infecção atinge principalmente indivíduos 

soropositivos ou portadores de doenças crônicas como diabetes, 

tuberculose, lúpus eritematoso sistêmico, cirrose, falência renal 

ou doença de Hodgkin (ONG; KHAN; SIDDIQUI, 2017; 

SCHUSTER; VISVESVARA, 2004). Os fatores de risco incluem 

alcoolismo, abuso de drogas, tratamento com esteroides, 

pacientes transplantados e que fazem tratamento quimio ou 

radioterápico, além do contato com água e solos contaminados 

(MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). 

Ulcerações de pele e o neuroepitélio olfativo funcionam 

como portas de entrada para espécies de Acanthamoeba, que 

uma vez disseminados através da via hematogênica, invadem o 

cérebro, pulmões, rins e fígado (WALOCHNIK et al., 2008). Os 

sintomas iniciam-se de forma insidiosa, envolvendo mudanças de 

comportamento ou personalidade, dores de cabeça, confusão, 

convulsões, sonolência, letargia, déficits neurológicos focais e 

aumento da pressão intracraniana (SÜTÇÜ et al., 2018). Ao 

longo de semanas a vários meses, a infecção progride para 

coma, levando à morte como consequência ao aumento da 

pressão intracraniana, infecção secundária e insuficiência de 

múltiplos órgãos (OMAÑA-MOLINA et al., 2017). 

A análise do líquido cefalorraquidiano demonstra 

pleocitose leve com predomínio de células mononucleares, 

glicose baixa ou normal e índices proteicos alterados. Os 

achados radiológicos são inespecíficos e variam de edema com 

ou sem sangramento intracraniano até lesões unifocais ou 

multifocais (COVEN et al., 2017). Devido a achados clínicos, 



32 

 

laboratoriais e radiológicos não específicos, o diagnóstico ante 

mortem da doença pode ser um desafio. A doença possui um 

mau prognóstico e menos de 5% dos pacientes sobrevivem se 

não iniciado precocemente o tratamento, além de ser 

subnotificada ou diagnosticada erroneamente devido à falta de 

ferramentas diagnósticas e similaridade dos sintomas com outras 

infecções comuns do SNC, como a meningite viral e bacteriana  

(ONG; KHAN; SIDDIQUI, 2017; VISVESVARA; MOURA; 

SCHUSTER, 2007).  

 

2.2.2.3 Tratamento das infecções 

Os trofozoítos de Acanthamoeba são sensíveis a 

diversos medicamentos existentes, como antibióticos, 

antissépticos e antifúngicos, incluindo o metronidazol, alguns 

antivirais e antineoplásicos (MAYCOCK; JAYASWAL; ED, 2016). 

Dentre os fármacos recomendados estão o polihexametileno 

biguanida (PHMB), digluconato de clorexidina (CLX), isotionato 

de propamidina (Brolene®) e hexamidina (Desomedine®). Ainda 

podem ser utilizados antifúngicos como neomicina, clotrimazol, 

itraconazol (WALOCHNIK; SCHEIKL; HALLER-SCHOBER, 

2015MAYCOCK; JAYASWAL; ED, 2016). No entanto, poucos 

desses agentes possuem atividade contra os cistos, o que causa 

recidiva da infecção (TRABELSI et al., 2012; GRAFFI et al., 

2014). O tratamento quando realizado na fase tardia, poderá não 

ter o efeito esperado, fazendo-se necessárias intervenções 

cirúrgicas, como ceratoplastia, debridamento e transplante de 

córnea (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). 
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A terapêutica da ceratite amebiana é realizado pela 

instilação tópica da solução contendo o fármaco na superfície da 

córnea (CARRIJO-CARVALHO et al., 2016). A maioria dos 

regimes de tratamento são de uso prolongado, por mais de 6 

meses, iniciam-se com aplicações de hora em hora e são 

reduzidos gradualmente, devido à alta toxicidade dos fármacos 

ao epitélio corneano (CARNT; STAPLETON, 2016). 

A encefalite amebiana granulomatosa raramente é 

tratada de forma eficaz, isto se deve a resposta imune 

insuficiente, diagnóstico tardio e antimicrobianos inespecíficos 

(SÜTÇÜ et al., 2018). Embora não haja um regime terapêutico 

padrão, os poucos casos de sucesso no tratamento envolveram 

o uso de combinações de antimicrobianos por via intravenosa, 

como cetoconazol, fluconazol, anfotericina B, azitromicina, 

isotionato de pentamidina e rifampicina em combinação com 

intervenção cirúrgica (SIDDIQUI; KHAN, 2012). 

 

2.2.3 Vias de morte celular em Acanthamoeba spp. 

 A apoptose, morte celular programada que controla o 

desenvolvimento de organismos multicelulares e tecidos, e a 

necrose, morte celular não planejada, são os principais tipos de 

morte celular. A apoptose é caracterizada por uma série de 

eventos bioquímicos e alterações que resultam em encolhimento 

celular, fragmentação do núcleo, condensação da cromatina e 

fragmentação do DNA, levando a exposição da fosfatidilserina, 

detectada pela sua afinidade com a Anexina V (MARTÍN-

NAVARRO et al., 2015). A necrose é caracterizada por 
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alterações morfológicas, como aumento do volume celular e 

ruptura da membrana citoplasmática, o que leva a liberação do 

conteúdo celular (JIMÉNEZ-RUIZ et al., 2010; MOON et al., 

2018). Um mecanismo de morte por apoptose dos fármacos 

frente aos parasitos pode impedir a toxicidade das células 

hospedeiras, além de que células necróticas podem ser a causa 

de um processo inflamatório na córnea ou nos outros órgãos 

infectados (LOPEZ-ARENCIBIA et al., 2017). 

As alterações da membrana celular, apoptose e necrose 

celular podem ser avaliadas por citometria de fluxo através da 

coloração das células com anexina V-FITC (isotiocianato de 

fluoresceína) e iodeto de propídeo.  A anexina V é uma proteína 

ligada fortemente a fosfolipídeos de membrana, e quando 

incorporada com FITC, permite identificar e quantificar células 

apoptóticas através da citometria de fluxo (VAN ENGELAND et 

al., 1996). A utilização concomitante do marcador nuclear 

fluorescente iodeto de propídeo, por sua vez, torna possível 

verificar as alterações nucleares características dos estágios 

tardios de apoptose ou morte celular por necrose (WILLINGHAM, 

1999). 

A dupla coloração fluorescente laranja de acridina 

associada ao brometo de etídio, observadas em microscópio de 

fluorescência, também é utilizada para identificar alterações da 

membrana associadas a processos de morte celular (LIU et al., 

2015). O laranja de acridina cora células viáveis e não viáveis e 

emite fluorescência como resultado da intercalação em ácidos 

nucleicos de cadeia dupla (principalmente DNA) ou ligação aos 
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ácidos nucléicos de fita simples (RNA), enquanto o brometo de 

etídio é absorvido por células não viáveis e emite fluorescência 

vermelha por intercalação em DNA (LEITE et al., 1999). 

 

2.3 Atividade antiamebiana de produtos naturais  

As plantas sintetizam metabólitos secundários, que 

apresentam a função primária de proteção contra patógenos, 

insetos e herbívoros, mas também podem ser explorados como 

potenciais fontes de novos produtos naturais bioativos para 

aplicações medicinais (DEGERLI et al., 2012). Alternativas para 

o tratamento da ceratite amebiana vêm sendo investigadas a 

partir da busca por compostos ativos de plantas medicinais, que 

possam ser ativos contra trofozoítos e cistos de Acanthamoeba 

spp., que não induzam ao encistamento e não sejam tóxicos ao 

tecido ocular (NIYYATI; DODANGEH; LORENZO-MORALES, 

2016; SANTOS et al., 2016).  

Estudos avaliando os efeitos antiamebianos de produtos 

naturais apresentam resultados promissores, como o extrato 

metanólico de alho e orégano, óleo essencial de Lippia spp., 

extratos de Pterocaulon balansae e complexos sintéticos de 

lapachol frente a Acanthamoeba spp. (MARTÍN-NAVARRO et al., 

2010; PANATIERI et al., 2017; POLAT et al., 2008; RÓDIO et al., 

2008; SANTOS et al., 2016). Esses estudos resultam em 

compostos com um efeito na proliferação das amebas de forma 

dose-dependente, sendo mais eficazes contra trofozoítos do que 

cistos. 
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2.3.1 Gênero Eugenia  

O gênero Eugenia é um dos maiores da família 

Myrtaceae, com mais de 500 espécies, das quais cerca de 400 

encontram-se no Brasil e assumem destaque especial por serem 

utilizadas como plantas medicinais (OLIVEIRA; DIAS; CÂMARA, 

2005). A família Myrtaceae possui representantes de grande 

interesse medicinal, como o gênero Eugenia, que é considerado 

o quarto gênero mais importante da família devido à produção de 

óleos essenciais, após os gêneros Eucalyptus, Melaleuca e 

Psydium (CARNEIRO et al., 2017; SOUZA et al., 2018). Eugenia 

spp. são comumente utilizadas na medicina popular como 

hipotensivo, diurético, antimicrobiano, anti-inflamatório, no 

tratamento de feridas e infecções intestinais (SIMÕES et al., 

2018). 

O gênero consiste em árvores ou arbustos verdes, 

possuindo fruto de até três centímetros de diâmetro, esférico e 

achatado nas extremidades, em gomos mais ou menos salientes 

(Figura 3) (AURICCHIO; BACCHI, 2003). Apresenta ampla 

distribuição, ocorrendo desde o México até a Argentina, estando 

presente em todas as regiões do Brasil (OLIVEIRA; DIAS; 

CâMARA, 2005; ROMAGNOLO; SOUZA, 2006). 
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presentes (EINBOND et al., 2004; MAGINA et al., 2012; 

MORESCO et al., 2016).  

Estudos comprovam diversas atividades biológicas de 

espécies do gênero Eugenia. Santos et al. (2012) testaram o 

extrato etanólico das folhas de Eugenia jambolana L. frente ao 

Trypanosoma cruzi, obtendo 100% de inibição do parasito em 

uma concentração de 100 µg/mL e CI50 de 56,42 µg/mL, além 

de que, quando combinada com o metronizadol, potencializou 

seu efeito antifúngico. 

Benfatti et al. (2010) avaliaram a atividade de extratos 

brutos hidroalcoólicos de Eugenia brasiliensis, Eugenia 

beaurepaireana e Eugenia umbeliflora frente a cepas de 

Mycoplasma capazes de infectar o homem. Observou-se que 

todos os extratos apresentaram atividade contra as cepas 

testadas, podendo constituir novas perspectivas para a 

prospecção de novos fármacos.  

A investigação da atividade de E. hiemalis contra 

Acanthamoeba spp. ainda é um campo a ser explorado, visto a 

mínima existência de dados na literatura e evidências de 

atividade amebicida de plantas da família Myrtaceae. Um estudo 

de Albouchi et al. (2017) investigou a atividade do óleo essencial 

de Melaleuca styphelioides frente à Acanthamoeba castellanii 

Neff. O óleo possui uma composição rica em moléculas 

bioativas, as quais foram capazes de inibir o crescimento da 

cepa, com uma CI50 calculada de 69,03 ± 9,17 µg/mL. 
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2.3.2 Acetato de miconidina 

O acetato de miconidina (2-metóxi-1-acetóxi-6-n-pentil-

fenol) (Figura 4) é um éster derivado de hidroquinona isolado das 

folhas e botões florais de E. hiemalis. Em estudos 

farmacológicos, as quinonas mostram variadas atividades 

biológicas, destacando-se as propriedades microbicidas, 

tripanossomicidas, virucidas, antitumorais e inibidoras de 

sistemas celulares reparadores, processos nos quais atuam de 

diferentes formas (MURAYAMA et al., 2007; SALAS et al., 2008; 

SILVA; FERREIRA; SOUZA, 2003).   

Figura 4. Estrutura química do acetato de miconidina 

 
Fonte: Zatelli (2015). 

 

A hidroquinona miconidina foi isolada de Miconia sp. 

(Melastomaceae), além de ser encontrada como composto 

minoritário em Primula obconica (MARINI-BETTOLO et al., 

1971). Essa substância foi considerada o precursor biossintético 

da primina, sendo que o isolamento do acetato de miconidina dos 

botões florais de E. hiemalis sugere que esse metabólito é uma 

forma de armazenamento da primina, sendo relacionado a 
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proteção contra microrganismos e ataques herbívoros (ZATELLI 

et al., 2016). 

A miconidina tem sido relatada na literatura por suas 

diversas atividades, incluindo atividade tripanocida 

(SEPÚLVEDA-BOZA; CASSELS, 1996). Apenas um estudo foi 

encontrado com o composto isolado acetato de miconidina, que 

destaca seu potencial antitumoral (MAIORAL et al., 2018). No 

estudo, o composto demonstrou um grande potencial citotóxico 

seletivo para células neoplásicas coletadas de pacientes com 

leucemia aguda e aumentou o efeito citotóxico dos 

quimioterápicos citarabina e vincristina. 

 

2.3.3 O-metil-olivetol 

O O-metil-olivetol (1-metóxi-5-n-pentil-fenol) (Figura 5) é 

um composto fenólico que também foi isolado de Eugenia 

hiemalis (ZATELLI, 2015). Alguns derivados de olivetol são 

comumente encontrados em espécies de líquens, possuindo um 

papel fundamental nas espécies de Cannabis sativa, produzindo 

o ácido olivetoico, utilizado na biossíntese de tetra-hidrocanabinol 

(THC), podendo ser útil como intermediário na síntese de 

derivados (RAHARJO et al., 2004; SISA; DVORAKOVA; VANEK, 

2017). O composto já foi encontrado como produto da 

biotransformação do olivetol por Fusarium roseum 

(MCCLANAHAN; ROBERTSON, 1985). 

A citotoxicidade do composto O-metil-olivetol já foi 

relatada frente a células KB (células de carcinoma oral), 
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demonstrando uma potente atividade antitumoral concentração-

dependente, variando de 1 a 100 µM (BAEK et al., 1998). 

 
Figura 5. Estrutura química do O-metil-olivetol 

 

Fonte: Zatelli (2015). 

 

2.4 Sistemas nanoemulsionados 

Sistemas nanoemulsionados são considerados uma 

ótima estratégia para associação de compostos devido ao seu 

tamanho, além de estarem associados ao aumento da 

biodisponibilidade com consequente aumento da atividade e 

aumento da estabilidade de muitos componentes ativos 

terapêuticos presentes em alimentos e produtos farmacêuticos 

(ANWAR; KHAN; SIDDIQUI, 2018). São sistemas considerados 

versáteis, capazes de encapsular compostos de diferentes 

solubilidades, protegê-los de hidrólise e degradação, além de ser 

um importante veículo para administração parenteral 

(ALSHAHRANI, 2019; VERMELHO et al., 2018).   

As principais vantagens dos sistemas nanoemulsionados 

são a alta estabilidade termodinâmica, aumento da precisão e 

taxa de absorção dos fármacos, aumento da solubilidade de 
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compostos, com consequente aumento da biodisponibilidade 

além da diminuição da toxicidade e irritabilidade (VERMELHO et 

al., 2018). A maioria das nanoemulsões são dispersões de 

gotículas de óleo em água com diâmetro entre 20 e 200 nm  

(VERMELHO et al., 2018). O tamanho reduzido das gotículas 

pode reduzir a degradação do composto ativo associado, impedir 

a floculação e manter o sistema disperso, além de ser uma 

ferramenta eficiente e confiável para melhorar sua 

biodisponibilidade e, consequentemente, aumentar sua potência 

antimicrobiana, reduzindo a resistência aos medicamentos 

(IMRAN et al., 2016; ROLAND et al., 2003). 

Os fosfolipídios, ou lecitinas, usados na preparação da 

maioria das emulsões são materiais bastante heterogêneos, 

atuando como emulsionantes que levam a formulações de 

estabilidade a longo prazo (FILIPPIN; SOUZA, 2008) . O tempo 

de degradação pode variar de meses a anos, dependendo da 

composição da emulsão (MAHBOOB et al., 2018). 

 

2.4.1 Sistemas nanoemulsionados para aplicação ocular 

A córnea é uma importante barreira química e mecânica 

que protege os tecidos intraoculares da entrada de 

microrganismos, além da absorção de compostos ativos 

(MOGHIMIPOUR; SALIMI; YOUSEFVAND, 2017). Sabe-se que 

administração tópica de colírios pode rapidamente ser eliminada 

do tecido ocular devido a drenagem do sistema lacrimal, 

diminuindo a biodisponibilidade do composto ativo, uma vez que 

observa-se pouca absorção pela superfície da córnea (AMMAR 
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et al., 2009). Aproximadamente 1% da dose aplicada do colírio é 

absorvida pela córnea, enquanto o restante será eliminado 

dentro de 90 segundos pela barreira pré corneal (ANJANA et al., 

2014). 

Sistemas nanoemulsionados são excelentes veículos 

para administração ocular, devido a sua capacidade de aumentar 

a bioatividade e biodisponibilidade de fármacos (KAUR; 

KAKKAR, 2014). A liberação sustentada de compostos 

associados a nanoemulsão permite que compostos bioativos 

penetrem nas camadas corneanas pela sua alta viscosidade e 

tamanho de partícula pequeno, reduzindo seu potencial citotóxico 

bem como o número de instilações diárias, com consequente 

aumento da adesão do paciente ao tratamento (AMMAR et al., 

2009; LIM et al., 2016). 

A associação de compostos ativos a nanoemulsões 

frente a Acanthamoeba spp. relatados na literatura são limitados. 

Um estudo de Panatieri et al. (2016) incorporou um extrato de P. 

balansae rico em cumarina a nanoemulsões compostas de 

triglicerídeos e lecitina de ovo. A atividade amebicida da 

nanoemulsão apresentou-se dose e tempo dependente, 

reduzindo em 95% a viabilidade em 24 h de incubação com 1,25 

mg/mL de extrato e ensaio de citotoxicidade demonstrou que o 

composto é inócuo para células da córnea. 

 

 

 

 



44 

 

3. OBJETIVOS 

 
3.1 Objetivo geral 

Investigar o potencial antiamebiano do extrato bruto e 

compostos isolados de Eugenia hiemalis Cambessèdes visando 

combater infecções causadas por Acanthamoeba spp. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Avaliar a atividade antiamebiana in vitro do extrato bruto 

e de compostos isolados de E. hiemalis;  

• Investigar os mecanismos envolvidos na morte celular 

dos parasitos tratados pelos compostos ativos;  

• Preparar e caracterizar uma nanoemulsão contendo o 

composto isolado acetato de miconidina quanto às suas 

propriedades físico-químicas;  

• Avaliar a atividade amebicida da nanoemulsão contendo 

o acetato de miconidina frente a trofozoítos de 

Acanthamoeba spp.;  

• Avaliar o efeito citotóxico da nanoemulsão contendo o 

composto acetato de miconidina livre e associado a 

nanoemulsão frente a células de epitélio de córnea de 

coelho;  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
4.1 Cultura e obtenção de parasitos 

Os testes de atividade amebicida foram realizados com a 

cepa de Acanthamoeba castellanii Neff (ATCC 30010) e com um 

isolado clínico regional de Acanthamoeba spp. (genótipo T4 – 

número de acesso GenBank MF579529) obtido a partir de 

raspado de córnea de paciente com ceratite amebiana (ICR1). O 

ICR1 foi caracterizado no Laboratório de Estudos de 

Protozoários Emergentes e Oportunistas/LAPEO-UFSC. As 

acantamebas foram cultivadas axenicamente em meio líquido 

PYG (proteose peptona – extrato de levedo – glicose) (PAGE E 

SIEMENSMA, 1991). Subcultivos foram realizados para manter 

as acantamebas em fase logarítmica de crescimento.  

 

4.2 Obtenção dos compostos isolados de E. hiemalis 

As partes aéreas de E. hiemalis foram coletadas em 

Blumenau (Santa Catarina, Brasil) e identificadas na 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul – UFRGS) e uma 

exsicata foi depositada no Herbário Instituto de Ciências Naturais 

da UFRGS.  

Os compostos foram obtidos por Zatelli (2015) através de 

maceração das folhas, galhos e botões florais com 

diclorometano. Após sete dias, os extratos obtidos foram filtrados 

e concentrados a temperatura inferior a 40 ºC, originando os 

extratos diclorometânicos. Os resíduos da primeira maceração 

foram extraídos duas vezes com metanol, originando os extratos 
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metanólicos. Os extratos mais ativos foram submetidos ao 

fracionamento cromatográfico, sendo que os compostos das 

frações foram utilizados na avaliação de atividades biológicas.  

O extrato bruto e compostos isolados foram filtrados com 

filtro de 0,22 µm de porosidade, a fim de remover possíveis 

contaminações. Neste estudo, foram utilizados os compostos 

isolados denominados acetato de miconidina e O-metil-olivetol. 

 

4.3 Avaliação da atividade amebicida do extrato bruto e 

compostos isolados de E. hiemalis frente a trofozoítos de 

Acanthamoeba spp. 

Para a realização dos ensaios de atividade amebicida, 

100 µL das culturas de A. castellanii Neff (ATCC 30010) e ICR1 

na densidade de 8x104 trofozoítos/mL em meio PYG foram 

dispostos em placas de 96 poços e expostos a 100 µL de cada 

concentração do extrato bruto (2,5 mg/mL, 5 mg/mL, 7,5 mg/mL, 

10 mg/mL, 15 mg/mL e 20 mg/mL) e os compostos isolados 

acetato de miconidina e O-metil-olivetol (0,156 mg/mL, 0,3125 

mg/mL, 0,625 mg/mL, 1,25 mg/mL e 2,5 mg/mL). As placas 

foram seladas com Parafilm® e incubadas a 30 ºC por até 48 h, 

com observação da cinética de crescimento das cepas em 6, 24 

e 48 h de incubação. Como controle negativo foi utilizada solução 

de PBS-Tween 5% e como controle positivo utilizou-se uma 

solução de clorexidina 0,02% (0,2 mg/mL). A clorexidina é uma 

biguanida amplamente utilizada para o tratamento de ceratite 

amebiana em concentrações de 0,02% a 0,2% (LIU et al., 2006). 
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Após o período de incubação, as células viáveis foram 

quantificadas utilizando a câmara de contagem de Fuchs-

Rosenthal e a viabilidade analisada utilizando azul de tripan 

0,4%. Todas as concentrações foram testadas três vezes em 

triplicata.  

Os resultados obtidos no teste de avaliação de atividade 

amebicida foram expressos como porcentagem de trofozoítos 

viáveis através da média e desvio padrão das triplicatas. A 

concentração inibitória média (CI50) foi calculada a partir de 

regressão linear utilizando um intervalo de confiança de 95%. 

 

4.4 Avaliação do tipo de morte celular 

 
4.4.1 Seleção dos controles para a citometria de fluxo 

Alterações morfológicas nucleares nas células são 

características de apoptose, que podem ser avaliadas através de 

microscopia de fluorescência, pela coloração das células com 

laranja de acridina (3,6- dimetilaminoacridina) e brometo de etídio 

(brometo de 3,8-diamino-5- etil-6-fenilfenantridínio) (LEITE et al., 

1999). Para a seleção dos controles utilizados na citometria de 

fluxo, a cepa ATCC A. castellanii Neff (ATCC 30010) na 

densidade de 8x104 trofozoítos/mL foi incubada com 

concentrações de anfotericina B (0,15 mg/mL e 0,30 mg/mL), 

biguanida (0,02 mg/mL) e clorexidina (0,02 mg/mL e 0,002 

mg/mL) por 48 h. Após incubação, as células foram centrifugadas 

e o meio foi substituído por PBS, seguido da adição de uma 

solução contendo laranja de acridina (1,2 µg/mL) e brometo de 
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etídeo (4 µg/mL). As acantamebas foram centrifugadas 

novamente e o PBS foi removido para observação em 

microscópio de fluorescência (Nikon, Eclipse TS100). Como 

controle negativo, foram utilizadas acantamebas sem tratamento 

nas mesmas condições de densidade e tempo. As alterações 

foram avaliadas microscopicamente.  

 

4.4.2 Citometria de fluxo 

A citometria de fluxo foi realizada conforme descrito por 

Assunção (2013) com modificações. As acantamebas foram 

incubadas com a CI50 e a concentração de 2,5 mg/mL do 

composto isolado acetato de miconidina por 48h. Posteriormente, 

as amebas foram centrifugadas e lavadas com PBS 1X. A 

solução de PBS 1X foi removida e as amebas foram 

ressuspensas em tampão de ligação 1X (Millipore) e marcadas 

por 15 min com anexina V-FITC. O iodeto de propídeo foi 

adicionado para subsequente avaliação em citômetro de fluxo 

(FACS CANTO II, BD Biosciences). As células viáveis, em 

apoptose e em necrose e/ou apoptose tardia foram detectadas 

utilizando o programa Flowing Software 2.5.1. 

 

4.5 Preparação da nanoemulsão rica em triglicerídeos 

contendo o composto isolado acetato de miconidina 

A nanoemulsão foi preparada conforme descrito 

anteriormente por Filippin & Souza (2008) com algumas 

modificações. Miglyol (70%), fosfatidilcolina (27%), colesterol 

(3%) e o composto isolado acetato de miconidina foram 
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dissolvidos em clorofórmio-metanol (2:1). A mistura foi seca por 

evaporação espontânea para remover o solvente orgânico. Após, 

adicionou-se 6 mL de PBS (1:10) e a mistura foi emulsionada em 

sonicador por 30 min. A nanoemulsão foi mantida à temperatura 

de 4 °C protegida de luz. 

 

4.5.1 Determinação do tamanho de partícula, índice de 

polidispersividade (PdI) e potencial zeta 

O tamanho de partícula da nanoemulsão contendo o 

composto isolado acetato de miconidina foi analisado pela 

técnica de espalhamento de luz dinâmico (Dynamic Light 

Scattering) utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern 

Instruments, Worcestershire, UK). As medidas foram realizadas a 

25 °C com laser HeNe (633 nm) como feixe incidente em ângulo 

de detecção de 173° em uma cubeta de quartzo. O índice de 

polidispersão (PdI) da nanoemulsão foi determinado a partir dos 

dados obtidos da velocidade de decaimento da função de 

correlação de fótons. O tamanho médio das partículas foi 

avaliado a partir de três medidas durante 30 dias (dias 1, 2, 5, 

8,12, 22, 30). 

O potencial zeta foi medido através de microeletroforese 

Doppler a laser utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments, Worcestershire, UK). A carga das 

partículas foi estimada através da mobilidade eletroforética, 

sendo calculado o potencial zeta. 
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4.5.2 Avaliação da atividade amebicida do composto isolado 

acetato de miconidina associado à nanoemulsão rica em 

triglicerídeos frente a trofozoítos de Acanthamoeba spp. 

Para a realização dos ensaios de atividade amebicida, 

100 µL das culturas de Acanthamoeba na densidade de 8x104 

trofozoítos/mL em meio PYG foram dispostos em placas de 96 

poços e expostos a 100 µL de cada concentração da 

nanoemulsão contendo o composto isolado acetato de 

miconidina (0,156 mg/mL, 0,3125 mg/mL, 0,625 mg/mL, 1,25 

mg/mL e 2,5 mg/mL). As placas foram seladas com Parafilm® e 

incubadas a 30 ºC por 48 h. Como controle negativo, foi utilizada 

a nanoemulsão sem incorporação do composto. 

Após o período de incubação, as células viáveis foram 

quantificadas utilizando a câmara de contagem de Fuchs-

Rosenthal e a viabilidade analisada utilizando azul de tripan 

0,4%. Todas as concentrações foram testadas três vezes em 

triplicata.  

Os resultados obtidos no teste de avaliação de atividade 

amebicida foram expressos como porcentagem de trofozoítos 

viáveis através da média e desvio padrão das triplicatas. A 

concentração inibitória média (CI50) foi calculada a partir de 

regressão linear utilizando um intervalo de confiança de 95%. 
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4.5.3 Avaliação da citotoxicidade do composto isolado 

acetato de miconidina livre e associado a nanoemulsão 

frente a células de córnea de coelho  

Para determinar a citotoxicidade do composto isolado 

acetato de miconidina livre e associado a nanoemulsão, foi 

utilizada a linhagem celular de córnea de coelho SIRC (ATCC® – 

CCL 60). 

As células foram mantidas em garrafas de 75 cm2 em 

atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C em meio de cultivo DMEM 

suplementado com 2 mM de glutamina, 10% de soro fetal bovino 

e 1% de antibióticos (penicilina e estreptomicina). As células 

foram mantidas e cultivadas após confluência.  

Para a realização dos testes de citotoxicidade, foram 

inoculadas 105 células/poço em placa de 96 poços e incubadas 

por 24 h. A CI50 do acetato de miconidina livre solubilizado em 

DMSO e associado a nanoemulsão foi adicionada ao poço e 

incubadas por mais 48 h. Como controle negativo, utilizou-se 

uma alíquota da cultura celular na densidade 105 células/poço e 

correlacionado com 100% de viabilidade e, como controle 

positivo a clorexidina 0,02% (0,2 mg/mL). 

Após incubação, adicionou-se a solução de laranja de 

acridina (1,2 µg/mL) e brometo de etídeo (4 µg/mL). O meio foi 

removido para observação em microscópio de fluorescência 

(Nikon, Eclipse TS100). 
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4.6 Análise estatística 

Os dados obtidos são apresentados com médias e desvio 

padrão e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido dos 

pós teste de Conover através do programa MedCalc. O nível de 

significância adotado para os testes foi definido como p<0,05.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

5. RESULTADOS  

  

5.1 Atividade amebicida do extrato bruto de E. hiemalis 

sobre trofozoítos de A. castellanii Neff  

Os estudos de viabilidade in vitro são importantes para a 

triagem de novos agentes terapêuticos e fornecem dados 

preliminares para subsequentes estudos in vivo (HEREDERO-

BERMEJO et al., 2013). A figura 6 demonstra a porcentagem de 

viabilidade de trofozoítos de A. castellanii Neff (ATCC 30010) 

com diferentes concentrações do extrato bruto de E. hiemalis. 

Os resultados de viabilidade dos trofozoítos avaliados 

após 48h em contato com o extrato bruto de E. hiemalis em 

relação ao controle negativo, apresentaram diminuição da 

viabilidade celular, sendo significativos em concentrações 

maiores de 10 mg/mL (p<0,05). A atividade amebicida do extrato 

foi concentração dependente, ou seja, a inativação dos 

trofozoítos foi diretamente proporcional ao aumento da 

concentração. A CI50 do extrato foi calculada, obtendo-se um 

valor de 14,07 mg/mL. 
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Figura 6. Atividade amebicida do extrato bruto frente a 

trofozoítos de A. castellanii Neff. 

 

Ensaio de viabilidade da cepa ATCC 30010 após incubação por 
48 h com as concentrações do extrato bruto (2,5 mg/mL, 5 
mg/mL, 7,5 mg/mL, 10 mg/mL, 15 mg/mL e 20 mg/mL). Os 
resultados correspondem a média ± desvio padrão de três 
experimentos independentes. *Valor p<0,05 comparado com o 
controle negativo (teste de Kruskall-Wallis). 
 

 

5.2 Atividade amebicida dos compostos isolados acetato de 

miconidina e O-metil-olivetol de E. hiemalis sobre trofozoítos 

de Acanthamoeba spp. 

Os trofozoítos de A, castellanii Neff e ICR1 foram 

incubados com as concentrações dos compostos isolados 

testados e analisados após 6, 24 e 48 h. Após 6 h em contato 

com os compostos, os trofozoítos foram observados em 

microscópio invertido, onde os que estavam em contato com as 

maiores concentrações (1,25 e 2,5 mg/mL) apresentavam-se 

com alteração de morfologia celular e alteração de membrana. 
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Em 24 h de observação, houve uma redução do número de 

trofozoítos em todas as concentrações, quando comparadas ao 

controle, apresentando lise celular e alteração de morfologia de 

trofozoítos. As figuras 7 e 8 demonstram a porcentagem de 

trofozoítos viáveis após 48h de incubação de A. castellanii Neff 

(ATCC 30010) e do ICR1, respectivamente, com diferentes 

concentrações dos compostos acetato de miconidina e O-metil-

olivetol avaliados. 

Os resultados de viabilidade dos trofozoítos avaliados 

após o tratamento com acetato de miconidina e O-metil-olivetol 

em relação ao controle negativo, apresentaram diminuição da 

viabilidade celular, com diferença significativa em todas as 

concentrações testadas (p<0,05). 
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acetato de miconidina e O-metil olivetol, menos de 15% dos 

trofozoítos permaneceram viáveis.  

O ICR1 apresentou sensibilidade semelhante à cepa 

ATCC em relação à ação de ambos os compostos isolados. Após 

48 h de exposição na concentração de 0,156 mg/mL de acetato 

de miconidina e O-metil-olivetol, as viabilidades observadas 

foram de 67% e 71%, respectivamente, e menos de 14% de 

viabilidade na maior concentração testada dos compostos.  

Os valores de viabilidade para a cepa ATCC e ICR1 

frente ao fármaco clorexidina (0,2 mg/mL) apresentaram-se 

menores que 3% para os testes com ATCC em 48 h de 

incubação. Para o ICR1, a viabilidade foi menor que 5% para 

clorexidina (0,2 mg/mL) em 48 h de incubação.  

Após a avaliação do perfil de viabilidade celular dos 

trofozoítos frente aos compostos isolados, os valores de CI50 

(Figura 9) foram calculados. Para o acetato de miconidina, os 

valores de CI50 obtidos foram 0,635 mg/mL e 1,01 mg/mL para a 

cepa A. castellanii Neff e ICR1, respectivamente. O O-metil-

olivetol apresentou CI50 de 1,31 mg/mL e 1,04 mg/mL para a 

cepa A. castellanii e ICR1, respectivamente.  

 





60 

 

continuidade à investigação da atividade antiamebiana do 

composto O-metil-olivetol devido ao seu baixo rendimento. 

Os compostos testados não induziram a formação de 

cistos nos tratamentos testados, característica importante para o 

tratamento de ceratite amebiana, visto que a habilidade dos 

trofozoítos passarem para a forma de cistos durante o período de 

tratamento é responsável por casos de recidivas da doença 

(SCHUSTER; VISVESVARA, 2004). 

 

5.3 Avaliação de morte celular 

Para selecionar os controles, realizou-se a avaliação do 

tipo de morte celular induzida pelos medicamentos clorexidina, 

biguanida e anfotericina B, a partir da coloração laranja de 

acridina/brometo de etídio (Figura 10).  
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Diante dos resultados, como marcador de necrose (iodeto 

de propídeo positivo), foi selecionado como controle a biguanida 

em concentração 0,02 mg/mL por ter apresentado células em 

necrose, coradas em laranja com fluorescência laranja uniforme. 

Para o marcador de apoptose, a concentração de clorexidina foi 

diminuída para 0,002 mg/mL, a fim de observar-se maior 

quantidade de células em apoptose.  

 

5.4 Citometria de fluxo 

Para avaliação das respostas celulares induzidas pelo 

tratamento com o composto isolado acetato de miconidina, 

realizou-se a citometria de fluxo da cepa A. castellanii Neff 

(ATCC) tratadas por 48 h com a CI50 e a maior concentração do 

composto isolado testado (2,5 mg/mL). 

 
Tabela 1. Tabela representativa da dispersão celular (%) de 
trofozoítos de Acanthamoeba castellanii Neff tratadas com 
acetato de miconidina e avaliadas por citometria de fluxo 

COMPOSTOS 
Quadrantes (% celular) 

Inferior 
esquerdo 

Inferior 
direito 

Superior 
esquerdo 

Superior 
direito 

Controle 87 4 3 6 
CI50 19 16 8 57 

2,5 mg/mL 1 3 1 95 
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nanoemulsionados. A nanoemulsão foi preparada e incorporou-

se o composto em uma concentração final de 5 mg/mL. O 

aspecto final da formulação apresentava-se de coloração branca 

leitosa, sem quaisquer agregados, separação de fases ou 

precipitação visível na amostra estocada a 4 °C, protegida de luz. 

A manutenção do diâmetro das partículas suspensas na 

formulação indicou que não houve aglomeração das mesmas. 

Em trinta dias, a nanoemulsão apresentou um tamanho médio de 

118,2 ± 1,8 nm. O índice de polidispersão (PDI) é uma medida de 

homogeneidade de dispersão e varia de 0 a 1. O valor de PDI 

encontrado foi de 0,205 ± 0,010. O potencial zeta apresentou 

resultado negativo de - 44,8 ± 5,1 mV (Tabela 2) 
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Tabela 2. Tamanho médio de partícula, PDI e potencial zeta das 
nanoemulsões  

Formulação Dias 

Tamanho 
Médio de 
Partícula 

(nm) 

PDI 
Potencial 

Zeta 
(mV) 

Nanoemulsão 
branca 

1 148,5 ± 0,6 0,165 ± 
0,005 - 48,0 ± 2,4 

2 155,5 ± 0,4 0,177 ± 
0,008 

- 46,2 ± 0,8 

5 145,0 ± 1,1 0,184 ± 
0,030 - 46,7 ± 3,4  

8 151,0 ± 1,6 0,175 ± 
0,009 - 43,8 ± 3,1 

12 143,7 ± 0,6 
0,194 ± 
0,009 - 43,7 ± 1,2 

22 142,4 ± 1,2 0,174 ± 
0,005 -39,6 ± 1,1 

30 145,4 ± 1,9 0,187 ± 
0,007 - 38,8 ± 1,9 

Nanoemulsão 
contendo o 
composto 

isolado 
acetato de 
miconidina 

1 115,6 ± 0,7 0,213 ± 
0,004 - 51,1 ± 5,6 

2 121,5 ± 1,1 0,207 ± 
0,005 

- 51,7 ± 1,7 

5 117,3 ± 0,6 0,193 ± 
0,009 - 46,0 ± 2,6 

8 119,0 ± 2,3 0,219 ± 
0,009 - 43,1 ± 3,1 

12 117,2 ± 1,7 0,195 ± 
0,003 

- 42,7 ± 3,3 

22 118,3 ± 1,6 0,200 ± 
0,003 - 40,6 ± 3,2 

30 118,6 ± 2,8 0,207 ± 
0,013 - 38,1 ± 4,0 

Resultados expressos em média ± desvio padrão das leituras no 
decorrer de 30 dias, n = 3. 
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5.5.2 Atividade amebicida do composto isolado acetato de 

miconidina associado a nanoemulsão rica em lipídeos frente 

trofozoítos de Acanthamoeba spp. 

Nanoemulsões são sistemas estáveis de fácil preparação 

com grande capacidade de solubilização de compostos, com 

intuito de melhorar a biocompatibilidade com as células alvo 

(IMRAN et al., 2016). A figura 12 demonstra a porcentagem de 

trofozoítos viáveis após 48 h de incubação de A. castellanii Neff 

(ATCC 30010) e do ICR1, respectivamente, com diferentes 

concentrações da nanoemulsão rica em lipídeos contendo o 

composto isolado acetato de miconidina.  

Os resultados de viabilidade dos trofozoítos avaliados 

após o tratamento com a nanoemulsão contendo o composto 

isolado acetato de miconidina, quando comparados ao controle 

negativo apresentaram diminuição da viabilidade celular 

significativa em todas as concentrações testadas (p<0,05). 

A cepa ATCC, após 48 h de incubação e na menor 

concentração testada (0,156 mg/mL), apresentou viabilidade de 

42% e, na maior concentração testada (2,5 mg/mL) menos de 

1% dos trofozoítos permaneceram viáveis.  

O ICR1 apresentou sensibilidade semelhante à cepa 

ATCC em relação à ação da nanoemulsão. Após 48 h de 

exposição na concentração de 0,156 mg/mL, a viabilidade 

observada foi 47% e 1% dos trofozoítos permaneceram viáveis 

na maior concentração testada (2,5 mg/mL). 
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6.  DISCUSSÃO 

 
 Estudos de produtos naturais com potencial atividade 

antiamebiana ganhou importância nos últimos anos devido ao 

aumento na incidência de infecções causadas por 

Acanthamoeba spp. Os primeiros casos de infecções em 

humanos foram relatados na década de 1970, que incluem a 

encefalite amebiana granulomatosa, a ceratite amebiana e 

lesões de pele (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).  

A falta de protocolos para o tratamento das infecções 

causadas por Acanthamoeba spp., associada à alta resistência 

das formas císticas do gênero, leva à necessidade da busca por 

novas moléculas que apresentem efeito antiamebiano, que sejam 

eficazes contra as formas trofozoíticas e císticas e que 

apresentem baixa citotoxicidade para as células (LLOYD, 2014; 

QVARNSTROM et al., 2013).  

 Nesse contexto, o presente trabalho investigou a 

atividade antiamebiana do extrato bruto e de compostos isolados 

de E. hiemalis. Durante a triagem inicial com o extrato bruto de E. 

hiemalis, avaliado frente a trofozoítos de A. castellanii Neff, os 

resultados mostraram evidente atividade amebicida, com uma 

CI50 de 14,07 mg/mL após 48 h de incubação (Figura 6). Não se 

observou a indução da formação de cistos após aplicação do 

extrato bruto, característica fundamental aos compostos, somada 

ao seu efeito amebostático e amebicida, o que o torna promissor 

na procura de potenciais compostos eficazes contra formas de 

Acanthamoeba spp. 
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Estudos relatados na literatura já avaliaram a atividade 

amebicida de extratos de plantas frente a Acanthamoeba spp. 

Um estudo de Malatyali et al. (2012) avaliou a atividade 

amebicida de extratos metanólicos de espécies de Peucedanum 

frente a A. castellanii. Em 48 h de incubação, o extrato de P. 

caucasicum na concentração de 32 mg/mL foi capaz de eliminar 

44,7% dos trofozoítos e o extrato metanólico de P. palimbioides, 

apenas 40,4%. O extrato metanólico de Melissa officinalis 

apresentou um efeito amebicida moderado frente a trofozoítos de 

A. castellanii (MALATYALI et al., 2012). Em uma concentração 

de 16 mg/mL, o extrato foi capaz de eliminar 32,3% dos 

trofozoítos viáveis.  

A espécie E. hiemalis é uma planta neotropical típica de 

zonas ribeirinhas  e pertence à família Myrtaceae (NASCIMENTO 

et al., 2015). Este gênero é amplamente utilizado na medicina 

popular para o tratamento de doenças (ROMAGNOLO; SOUZA, 

2006). Devido à grande quantidade de compostos fenólicos, as 

espécies possuem ampla atividade biológica, tais como atividade 

antioxidante, atividade citotóxica, antibacteriana e anti-

Trypanosoma já relatadas na literatura (BENFATTI et al., 2010; 

FERREIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2012; VICTORIA et al., 

2012). 

Inúmeros estudos são encontrados na literatura 

relacionando espécies do gênero Eugenia investigando a 

composição química e atividades biológicas de extratos e 

frações, porém nenhum estudo relata a atividade antiamebiana. 

O óleo essencial de E. hiemalis já foi testado frente a cepas de 
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Mycoplasma, demonstrando uma boa atividade com MIC < 500 

 μg mL−1 (ZATELLI et al., 2015). Eugenia uniflora, 

frequentemente utilizada na medicina popular, apresenta 

potencial atividade antibacteriana, antioxidante, anti-

Trypanosoma e antifúngica descritas  (BIASI-GARBIN et al., 

2016; SANTOS et al., 2012; SOBEH et al., 2016; SOUSA et al., 

2015). Eugenia klotzschiana demonstrou atividade 

antimicrobiana frente bactérias como Streptococcus mutans e 

Prevotella nigrescens (CARNEIRO et al., 2017).  

Tendo em vista o potencial antiamebiano de E. hiemalis, 

avaliou-se no presente estudo, a atividade de dois compostos 

contra trofozoítos da cepa A. castellanii Neff e ICR1. Todos os 

compostos inibiram significativamente a viabilidade celular de A. 

castellanii Neff e ICR1, sendo que o composto acetato de 

miconidina foi o que apresentou maior atividade antiamebiana, 

no entanto, a atividade foi semelhante entre os dois compostos 

avaliados para o ICR1 (Figuras 7 e 8). Apesar dos resultados 

promissores, não foi possível dar continuidade à investigação da 

atividade antiamebiana do composto O-metil-olivetol devido ao 

seu baixo rendimento. Diante disso, o composto acetato de 

miconidina foi considerado o mais promissor para dar 

continuidade às investigações, uma vez que, além de inibir 

significativamente a viabilidade de Acanthamoeba spp., também 

teve um bom rendimento. Outros estudos relatam as mesmas 

dificuldades causadas pelo isolamento demorado e dispendioso 

do material vegetal e pela falta de métodos eficientes de extração 
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que apresentem alto rendimento a partir de compostos 

acessíveis (SISA; DVORAKOVA; VANEK, 2017). 

A viabilidade dos trofozoítos de Acanthamoeba após a 

exposição ao extrato e compostos foi avaliada por meio de 

contagem em hemocitômetro, utilizando azul de tripan 0,4%. 

Para a avaliação da atividade amebicida do composto promissor 

selecionado (acetato de miconidina), utilizou-se a citometria de 

fluxo como técnica complementar para avaliar a atividade, 

observar alterações celulares induzidas e alterações de 

permeabilidade, como em outros trabalhos de estudo de 

atividade amebicida (HEREDERO-BERMEJO et al., 2015). Esta 

abordagem mostrou-se útil, devido ao número maior de eventos 

analisados e às informações fornecidas sobre morte celular. 

Neste estudo, observou-se que com o aumento da 

concentração do composto ativo, aumentou o número de eventos 

duplo marcados com anexina V-FITC e iodeto de propídeo 

(Figura 11), indicando que os trofozoítos de Acanthamoeba se 

encontravam em apoptose tardia ou necrose, uma vez que são 

observadas características sugestivas, que incluem 

externalização da fosfatidilserina, protrusões e dano da 

membrana celular. Mais estudos devem ser realizados para que 

se investiguem os mecanismos de sinalização de atuação do 

composto, bem como a sua relação estrutura-atividade. 

Os compostos extraídos de E. hiemalis e avaliados neste 

estudo, acetato de miconidina e O-metil-olivetol, são derivados 

fenólicos, sendo o primeiro uma forma de reserva natural da 

quinona primina. Vale destacar que nos organismos vivos, as 
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quinonas são facilmente convertidas em seus correspondentes 

fenólicos hidroquinonas (e vice-versa) em processos de 

oxirredução. Quinonas naturais e sintéticas já tiveram suas 

atividades antiprotozoárias relatadas, como a embelina que 

mostrou atividade contra o T. cruzi, com 100% de lise dos 

protozoários, em uma concentração de 100 µg/mL (FERESIN et 

al., 2003). Alguns derivados de naftoquinona β-lapachona, por 

atuarem contra formas tripomastigotas de T. cruzi, podem ser 

utilizados como fármacos alternativos em bancos de sangue 

(CASTRO, 1993). A primina demonstrou uma potente atividade 

frente ao Trypanosoma brucei rhodesiense com CI50 calculada 

de 0,144 µM e Leishmania donovani, CI50 de 0,711 µM 

(TASDEMIR et al., 2006). Viegas et al. (2017) testaram a primina 

frente a vermes adultos de S. mansoni, observando um efeito 

concentração-dependente e uma CI50 calculada de 7,08 µg/mL, 

possuindo um efeito máximo em concentrações acima de 20 

µg/mL.  

A primina chegou a ser utilizada no tratamento de câncer 

de pele humana, porém seu uso tornou-se restrito devido ao seu 

efeito irritativo (NASCIMENTO et al., 2015). No estudo de 

Brondani et al. (2006) análogos sintéticos da primina foram 

avaliados quanto à sua atividade citotóxica, demonstrando-se 

que todos os análogos foram menos citotóxicos frente a células 

de carcinoma oral em comparação ao composto original. Esse 

resultado demonstrou o potencial citotóxico da primina. 

Atualmente, a nanotecnologia vem sendo utilizada para o 

estudo de novas formulações visando o tratamento de infecções 
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acantamebianas, pois o nanoencapsulamento pode ajudar a 

melhorar a solubilidade dos fármacos, bem como sua eficácia e 

diminuir a citotoxicidade (AQEEL et al., 2016; IMRAN et al., 2016; 

MAHBOOB et al., 2018).  

Neste estudo, foi produzida uma nanoemulsão rica em 

lipídeos contendo o composto isolado – acetato de miconidina – 

de E. hiemalis, obtendo-se um tamanho de partícula médio de 

118,2 nm. De forma complementar à análise do tamanho de 

partícula, propriedades físico-químicas do sistema 

nanoemulsionado como tamanho médio e distribuição de 

tamanho das gotículas, potencial zeta e o PdI foram avaliados 

(Tabela 2). 

O potencial zeta é uma propriedade de partículas em 

suspensão resultante das cargas presentes que reflete a 

composição da interface das nanoemulsões. Valores negativos, 

como o observado nesse estudo, já foram relatados 

anteriormente na literatura e estão relacionados ao fato da 

nanoemulsão possuir a fosfatidilcolina como surfactante na 

formulação (PANATIERI et al., 2017). Valores acima de 25 mV 

(valor absoluto) conferem estabilidade física ao sistema, o que 

indica que as partículas estão dispersas e o sistema é 

defloculado, enquanto valores abaixo de 25 mV indicam que as 

forças de atração excedem as forças de repulsão, levando a 

floculação (ROLAND et al., 2003; JINAN et al., 2018;). 

De forma a verificar a homogeneidade das partículas da 

nanoemulsão, foi analisado o índice de polidispersão (PdI) ao 

longo de 30 dias. O PdI indica a uniformidade do tamanho de 
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partículas e variações ao longo de tempo indicam o 

aparecimento de populações que não existiam inicialmente 

(SOUZA et al., 2012). Valores próximos de zero indicam uma 

dispersão homogênea, enquanto aqueles acima de 0,3 indicam 

alta heterogeneidade (ZHANG; KOSARAJU, 2007). O PDI não se 

mostrou alterado no período avaliado no estudo, indicando 

homogeneidade da dispersão. 

A nanoemulsão contendo o composto isolado acetato de 

miconidina proporcionou uma melhora na atividade amebicida 

quando comparada ao composto isolado livre (Figura 13), 

apresentando uma diminuição de cinco vezes no valor da CI50, 

de 0,635 mg/mL e 1,01 mg/mL para a cepa A. castellanii e ICR1 

quando em contato com o composto livre para 0,126 mg/mL e 

0,139 mg/mL com a nanoemulsão contendo o composto.  

Outros estudos relatados na literatura demonstram a 

melhora da atividade amebicida de compostos quando 

associados a sistemas nanoemulsionados. No estudo de Aqeel 

et al. (2016), a clorexidina conjugada a nanopartículas de ouro 

apresentou níveis mais elevados de toxicidade frente a A. 

castellanii quando comparada com a clorexidina isolada. Em 

outro estudo, a periglaucina A e o ácido betulínico foram 

encapsulados em nanopartículas de PLGA (L-ácido láctico-co-

ácido glicólico) e testados frente a trofozoítos de Acanthamoeba 

triangularis (MAHBOOB et al., 2018). As nanopartículas de 

periglaucina A e ácido betulínico, em concentrações de 100 

µg/mL, 50 µg/mL e 25 µg/mL, inibiram a viabilidade dos 



77 

 

trofozoítos em 74,9%, 59,9%, 49,9% e 71,2%, 52,2%, 88%, 

respectivamente. 

Neste estudo, observou-se uma citotoxicidade elevada do 

composto isolado livre. Quando associado a nanoemulsão, parte 

da sua citotoxicidade é reduzida, apresentando aumento de 

células viáveis (Figura 14). Observa-se que, quando comparado 

ao controle positivo (clorexidina), a nanoemulsão com acetato de 

miconidina foi capaz de induzir a morte de um número inferior de 

células, apresentando ainda células viáveis coradas em verde. A 

clorexidina é um fármaco utilizado na terapia de infecções 

amebianas, relatada na literatura como causadora de efeitos 

colaterais devido a sua alta toxicidade (AQEEL et al., 2016; 

CARNT; STAPLETON, 2016). 

Situações como essa não são incomuns e já foram 

relatadas na literatura. A prevenção da toxicidade dos compostos 

bioativos é um dos objetivos dos sistemas nanocarreadores (AL-

JAMAL et al., 2013). Um estudo de Gündel et al. (2018) avaliou a 

citotoxicidade do óleo de manjericão livre e associado a 

nanoemulsão, demonstrando que o óleo livre reduziu a 

viabilidade celular em concentrações mais altas. No entanto, a 

nanoemulsão contendo óleo de manjericão não causou redução 

da viabilidade celular, fato relacionado à capacidade de liberação 

controlada do ativo, reduzindo o dano celular gerado. 

A biodistribuição de nanocarreadores por via parenteral 

ajuda a atingir objetivos como a redução dos efeitos colaterais e 

o aumento da eficácia terapêutica em doses menores de 

compostos bioativos (SHUKLA et al., 2014). A encefalite 
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amebiana granulomatosa atinge o SNC de indivíduos 

imunocomprometidos através da disseminação pela via 

hematogênica para outros órgãos (MARCIANO-CABRAL; 

CABRAL, 2003). A infecção não possui tratamento específico, 

sendo utilizada uma combinação de diversos fármacos por via 

intravenosa. 

O composto acetato de miconidina associado a 

nanoemulsão rica em lipídeos inibiu significativamente a 

viabilidade de trofozoítos de Acanthamoeba sem levar a 

formação de cistos, além de melhorar a toxicidade frente a 

células de córnea. Sendo assim, o composto pode ser utilizado 

como protótipo para outros compostos bioativos para o 

tratamento de infecções causadas por Acanthamoeba spp. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 O extrato bruto de E. hiemalis apresentou atividade 

antiamebiana frente a Acanthamoeba spp.; 

 Os compostos isolados da planta acetato de miconidina e 

O-metil-olivetol, inibiram significativamente a viabilidade 

dos trofozoítos de Acanthamoeba; 

 Os compostos isolados de E. hiemalis apresentaram uma 

melhor atividade frente a Acanthamoeba spp. quando 

comparado ao extrato bruto da planta; 

 A citometria de fluxo demonstrou-se uma técnica eficaz e 

complementar aos dados obtidos pela contagem de 

trofozoítos viáveis em hemocitômetro; 

 O composto acetato de miconidina induziu processos de 

apoptose tardia ou necrose em trofozoítos de 

Acanthamoeba; 

 A nanoemulsão contendo o composto acetato de 

miconidina é estável macroscopicamente, monodispersa 

e apresentou características físico-químicas ideais para 

sua aplicação em sistemas biológicos; 

 O sistema nanoemulsionado proporcionou uma melhora 

significativa na atividade do composto isolado acetato de 

miconidina frente a Acanthamoeba spp.; 

 O nanoencapsulamento do acetato de miconidina reduziu 

parte a toxicidade do composto livre sobre células de 

córnea. 
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8. PERSPECTIVAS 

  Investigação o potencial antiamebiano dos compostos 

isolados de E. hiemalis frente a cistos de Acanthamoeba 

spp.; 

 Avaliação da citotoxicidade do composto O-metil-olivetol 

frente a células de córnea; 

 Análise da nanoemulsão contendo o composto isolado 

através de microscopia eletrônica de transmissão; 

 Determinação do teor e eficiência de encapsulação do 

acetato de miconidina livre na nanoemulsão e 

determinação do teor de acetato de miconidina total. 
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