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RESUMO

Acanthamoeba spp. sdo protozoarios ubiquitarios na biosfera.
Nos humanos sao agentes causadores de infec¢des, como a
encefalite amebiana granulomatosa e ceratite amebiana. O
tratamento destas infeccdes € inespecifico, baseado em diversas
combinagcbes de farmacos. Novas estratégias terapéuticas a
partir da busca por compostos ativos de plantas medicinais vém
sendo investigadas para encontrar novas alternativas para o
tratamento das infecgcbes acantamebianas. O género Eugenia é
comumente utilizado na medicina popular e estudos demostram
atividade antimicrobiana, tripanocida e antifingica. Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi investigar o potencial
antiamebiano do extrato bruto e compostos isolados de Eugenia
hiemalis Cambessédes visando combater infeccdes causadas
por Acanthamoeba spp. Os testes de atividade amebicida foram
realizados com a cepa de Acanthamoeba castellanii Neff e com
um isolado clinico regional de Acanthamoeba spp. obtido a partir
de raspado de cérnea de paciente. Para a realizacdo dos ensaios
de atividade amebicida, os trofozoitos de Acanthamoeba spp.
foram expostos a diversas concentragdes do extrato bruto de E.
hiemalis e aos compostos isolados acetato de miconidina e O-
metil-olivetol. As células viaveis foram quantificadas em
hemocitdbmetro, observando-se uma inibicdo de trofozoitos
concentragao-dependente. O tipo de morte celular causada pelo
composto acetato de miconidina foi avaliado por meio da
citometria de fluxo. A nanoemulsao rica em lipideos contendo o

composto isolado acetato de miconidina foi preparada



apresentando um tamanho médio de 118,2 nm e caracteristicas
fisico-quimicas estaveis. A nanoemulsdo contendo o acetato de
miconidina foi testada frente aos trofozoitos de A. castellanii Neff,
exibindo melhora significativa na atividade quando comparada ao
composto livre, apresentando uma diminuicdo de cinco vezes o
valor da CI50. A nanoemulsao contendo o composto foi capaz de
reduzir parte da citotoxicidade frente a células de coérnea de
coelho quando comparada ao composto livre. Estes resultados
sugerem que a nanoemulsdo contendo o composto acetato de
miconidina pode ser considerada uma potencial alternativa para

o tratamento infecgbes causadas por Acanthamoeba spp.

Palavras—chave: Acanthamoeba; Eugenia hiemalis; acetato de

miconidina; nanoemulséo.



ABSTRACT

Acanthamoeba spp. are ubiquitous protozoa in the biosphere. In
humans they are agents that cause infections, such as
granulomatous amoebic encephalitis and amoebic Kkeratitis.
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 Cambessédes 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. INTRODUCAO

As amebas de vida livre (AVL) estdo entre os
protozoarios mais frequentes encontrados na natureza.
Distribuidas mundialmente, ja foram encontradas em diversas
fontes ambientais e antropogénicas, como agua doce natural e
tratada, estojos de lentes de contato e condicionadores de ar
(CARLESSO et al., 2010; CASTRILLON; 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 género Acanthamoeba
tém sido amplamente estudado devido ao aumento das infecgdes
relacionadas ao protozoario, como a ceratite amebiana e a
encefalite amebiana granulomatosa (GOMES et al., 2016).

Os tratamentos destas infeccbes séo inespecificos e sao
baseados em diversas combinagdes de farmacos (GRAFFI et al.,
2014). Alternativas para o tratamento da ceratite amebiana e da
encefalite amebiana vém sendo investigadas a partir da busca
por compostos ativos de plantas medicinais, que possam ser
ativos contra trofozoitos e cistos de Acanthamoeba spp., que nao
induzam ao encistamento e ndo sejam téxicos aos tecidos.

O género Eugenia pertence a familia Myrtaceae e, devido
a sua grande quantidade de compostos fendlicos, assume
destaque por serem utilizados como plantas medicinais (SIMOES
et al., 2018). Estudos relatam a atividade do género 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 sdo derivados fendlicos isolados de folhas e botdes
florais da planta (ZATELLI et al., 2016). A investigacdo da
atividade do extrato bruto e compostos isolados de E. hiemalis
contra Acanthamoeba spp. € um campo a ser explorado, visto a
minima existéncia de dados na literatura e evidéncias de
atividade amebicida de plantas da familia Myrtaceae.

Sistemas nanocarreadores sao considerados uma
estratégia para associacdo de compostos e produtos naturais
devido ao seu tamanho reduzido. Estao associados ao aumento
da biodisponibilidade com consequente aumento da atividade,
além da diminuicdo da citotoxicidade de compostos (AL-JAMAL
et al.,, 2013; ANWAR; KHAN; SIDDIQUI, 2018). Dentre os
nanocarreadores, as nanoemulsdes ganham destaque pela facil
preparacdo, estabilidade, por apresentarem auséncia de
coalescéncia, fécil escalonamento, além de serem
biocompativeis e possuirem 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 infeccbes causadas por Acanthamoeba spp.
O composto isolado acetato de miconidina foi incorporado a uma
nanoemulsao rica em lipideos, visando a melhora de atividade do

composto.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Amebas de vida livre

As amebas de vida livre (AVL) sao protozoarios
ubiquitarios na biosfera, também denominadas seres anfizdicos
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,
protozoarios e particulas organicas (CATEAU et al., 2014). Estas
amebas ja foram encontradas em diversas fontes como oceanos,
lagos, solos e fontes antropogénicas, como agua de torneira,
piscinas, unidades de hemodialise, unidades de tratamento
dentario, 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 géneros sao responsaveis por
infeccbes oportunistas e nao oportunistas em humanos e
animais: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia e Sappinia
(TRABELSI et al., 2012). O género Acanthamoeba é o agente
causador da encefalite amebiana granulomatosa, infecgéo grave
do cérebro, dermatite acantamebiana em pacientes
imunocomprometidos e a ceratite amebiana em individuos

imunocompetentes, atingindo principalmente usuérios de lentes
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de contato (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). Dentre as
40 espécies do género Naegleria, Naegleria fowleri é o agente
etioldgico da meningoencefalite aguda e fulminante, que leva a
morte de individuos saudaveis com histérico de contato com
agua e piscinas contaminadas (DA ROCHA-AZEVEDO;
TANOWITZ; MARCIANO-CABRAL, 2009). O género Balamuthia
€ responsavel por uma encefalite semelhante a encefalite
amebiana granulomatosa causada por Acanthamoeba spp.,
entretanto, pode infectar individuos saudaveis (VISVESVARA;
MOURA; SCHUSTER, 2007; VISVESVARA, 2013). A Sappinia
pedata é encontrada em solo contaminado com fezes de alces,
bisdbes e gado, identificada como espécie causadora de
encefalite em um individuo saudavel, ndo sendo relacionada a
nenhum outro caso da doengca (VISVESVARA; MOURA;
SCHUSTER, 2007).

2.2 O género Acanthamoeba

O género Acanthamoeba foi descrito pela primeira vez
por Castellani, a partir de uma cultura do fungo Cryptococcus
pararoseus contaminada com amebas (KHAN, 2006). O primeiro
indicio que o género poderia ser patogénico foi relatado em 1958
durante testes de seguranga da vacina da poliomielite, quando
placas contaminadas por cistos e trofozoitos de Acanthamoeba
causaram a morte de ratos e macacos (MARCIANO-CABRAL,;
CABRAL, 2003). Acanthamoeba spp. estdo entre os

protozoarios mais prevalentes encontrados no ambiente
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(MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003). O  género
Acanthamoeba apresenta-se sob duas formas: a de trofozoito, a
forma metabolicamente ativa, com capacidade de motilidade,
divisdo e alimentacéo; e o cisto, a forma de resisténcia sob
condi¢cdes desfavoraveis (Figura 1) (CATEAU et al., 2014;
ANWAR; KHAN; SIDDIQUI, 2018).

Figura 1. Formas evolutivas de Acanthamoeba spp.

Trofozoito e (B) Cisto: N: niicleo; VC: vacuolo contratil; EC:
ectocisto; EN: endocisto. Fonte: LAPEO/UFSC.

O trofozoito apresenta tamanho entre 12 ¢ 35 um de
diametro, variavel entre espécies e genodtipos. Caracteriza-se
pela presenca de pseuddpodes, denominados acantopédios,
desempenhando um importante papel na alimentagéo, adeséo e
movimentagao celular (LORENZO-MORALES et al., 2013). O
citoplasma é abundante e finamente granular, com ndcleo central
e denso nucléolo, contendo mitocondrias, ribossomos, vacuolo

digestivo e vacuolo contratil, responsavel pelo controle osmético
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celular (ODDO, 2006; VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER,
2007). A exposicdo do trofozoito a condigcbes desfavoraveis,
como mudanca de pH e temperatura, auséncia de nutrientes e
tratamento com agentes terapéuticos, acarreta a formagao 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, € pode ter formato estrelado, ovalar,
poligonal ou redondo, enquanto o ectocisto € a parede externa,
fina e rugosa (VISVESVARA, 2013). Seu didmetro varia de 12 a
25 um, de acordo com a espécie e genodtipo (LORENZO-
MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). O endocisto constitui-
se de polissacarideos, principalmente celulose, enquanto o
ectocisto consiste em uma mistura de proteinas e
polissacarideos (ANWAR; KHAN; SIDDIQUI, 2018).

221 Classificacao morfologica e molecular de
Acanthamoeba spp.

Baseado nos critérios propostos por Pussard e Pons
(1977), o género Acanthamoeba divide-se em trés grupos
(grupos I, 1l e lll), de acordo com o tamanho e caracteristicas
morfolégicas dos cistos (CASTRILLON; OROZCO, 2013).

O grupo | é caracterizado por espécies que apresentam
grandes cistos, que variam de 16 a 30 um de tamanho
(VISVESVARA; MOURA; SCHUSTER, 2007). O endocisto
possui forma estrelada, enquanto ectocisto possui uma parede
lisa ou rugosa (CASTRILLON; OROZCO, 2013). As amebas
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desse grupo sao principalmente ambientais, ndo associadas a
infeccdes em humanos e animais (QVARNSTROM et al., 2013).
Quatro espécies estdo incluidas nesse grupo, sendo elas A.
astronyxis, A. comandoni, A. echinulata e A. tubiashi (KHAN,
2006).

As acantamebas pertencentes ao grupo Il séo
causadoras da maioria das infeccbes 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 um 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 Il também demonstraram ser
patogénicas (COSTA et al., 2010). As acantamebas desse grupo
sao caracterizadas por um ectocisto fino e ondulado, endocisto
arredondado ou globoso, medindo 18 pum 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 sao descritas com base nessa
classificagdo, mas uma identificagdo especifica é dificultada
devido ao polimorfismo e a alteragdes resultantes das condigdes
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da cultura (DUARTE et al.,, 2013). Critérios imunologicos,
bioquimicos e fisiolégicos foram aplicados para identificar as
diferentes espécies de Acanthamoeba, porém, muitas delas
compartilham das mesmas caracteristicas, tornando esses
critérios de classificagdo deficientes para a identificacdo
(CASTRILLON; OROZCO, 2013). Atualmente, estudos
moleculares sao utilizados em conjunto com a identificacao
morfolégica. A metodologia mais aceita para classificagdo de
Acanthamoeba spp. € baseada no sequenciamento da
subunidade menor do gene 18S rDNA, permitindo a classificacao
em diferentes gendtipos/espécies (VISVESVARA; MOURA,;
SCHUSTER, 2007).

O estudo do fragmento denominado ASA.S1 do gene 18S
rDNA ¢é a regido mais utilizada para a identificacdo genotipica 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 gendtipo exibe 5% ou mais de
sequéncias divergentes entre diferentes genétipos (LORENZO-
MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015).

Até o momento, o género Acanthamoeba é composto por
21 gendtipos denominados de T1 a T21 (CORSARO et al., 2019;
LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). Destes, 11
gendtipos ja foram identificados como causadores de infecgdes
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 infecgbes humanas por Acanthamoeba
spp. estdo associadas ao gendtipo T4, que inclui as espécies A.
castellanii, A. polyphaga e A. culbertsonii LORENZO-MORALES;
KHAN; WALOCHNIK, 2015). A prevaléncia do genétipo em
casos de ceratite amebiana tem sido relacionada a maior
abundancia do mesmo no ambiente, sugerindo uma maior
exposicdo do hospedeiro a essas amebas (HAJIALILO et al.,
2016; MAGHSOOD et al., 2005).

2.2.2 Infeccoes humanas causadas por Acanthamoeba spp.
Devido a sua ampla distribuicio na natureza e
ubiquitariedade, infeccoes humanas causadas por
Acanthamoeba spp. ja foram relatadas mundialmente (KROL-
TURMINSKA; OLENDER, 2017). As infecgbes acantamebianas
podem acometer individuos saudaveis e individuos
imunocomprometidos ou imunodeficientes. O género é o agente
causador de duas infecgdes principais: a ceratite amebiana e a
encefalite amebiana granulomatosa (LASS et al., 2017).

2.2.2.1 Ceratite Amebiana

A ceratite amebiana é uma infeccdo grave da superficie
ocular, refratédria a terapia antibiética tradicional (MAYCOCK;
JAYASWAL; ED, 2016). A doenca acomete principalmente
usuarios de lentes de contato, como também individuos com
trauma corneano associados a exposigdo a agua 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 notavel no numero de casos de ceratite
amebiana ocorreu em meados de 1980, devido a popularizagéo
do uso de lentes de contato (GRAFFI et al., 2014). Paises com
alta prevaléncia do uso de lentes de contato estimam que 85 a
88% dos casos de ceratite amebiana ocorrem em usuarios de
lentes, com casos de individuos ndo usuérios predominando em
ambientes rurais (SAW; KILVINGTON, 2009; CARNT;
STAPLETON, 2016;).

Trofozoitos de Acanthamoeba spp. tém tendéncia a
adesdo em superficies, passo chave para transmissao do género
a partir das lentes de contato e estojos. A alteracdo da
integridade da cérnea, seja pelo uso excessivo das lentes de
contato ou mesmo abrasdo ou formagado de fissuras, torna
usudrios de lentes de contato mais suscetiveis a infeccdes
causadas por microrganismos como Acanthamoeba spp., pois
permite a exposicdo de receptores de adesdo, permitindo a
adesdo e apos invasido 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 estdo associados, como o uso de lentes de
contato por um longo periodo de tempo, trauma corneano,

limpeza incorreta e formagé&o de biofilme nos estojos de lentes de
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contato, como também a exposicdo a dagua contaminada
(TRABELSI et al., 2012; GOMES et al., 2016).

A ceratite amebiana geralmente é unilateral, mas casos
bilaterais ja foram relatados (CARNT; STAPLETON, 2016). Os
sintomas estdo associados a invasao e degradagdo dos
componentes da cornea, o que resulta em inflamagdo com
vermelhiddo, infiltragdo estromal, edema, opacidade, perda
epitelial, sensagcdo de corpo estranho e edema nas palpebras
(Figura 2) (KHAN, 2006; TRABELSI et al., 2012). A dor relata na
ceratite amebiana é muito intensa e desproporcional aos
achados biomicroscopicos (GRAFFI et al., 2014).

Figura 2. Infiltrado neutrofilico na cérnea de paciente com

ceratite amebiana

Presenga de infiltrado neutrofilico.  Diagnéstico laboratorial
realizado por cultivo e isolamento de trofozoitos e cistos de
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Acanthamoeba spp., a partir do raspado da cérnea do paciente
no Laboratério de Estudos de Protozoarios Emergentes e
Oportunistas, Departamento de Andlises Clinicas, Universidade
Federal de Santa Catarina. Fonte: LAPEO/UFSC.

O diagnostico precoce € essencial para o0 sucesso
terapéutico (MAYCOCK; JAYASWAL; ED, 2016). Quando a
doenga é diagnosticada tardiamente, as amebas ja penetraram o
estroma corneano, agravando o caso e podendo evoluir para
ulceragéo do epitélio da cornea, perfuracao, perda da acuidade
visual e até perda da visao (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 instilagbes
tépicas de solucdes contendo o farmaco de hora em hora, que
podem ser reduzidas devido a alta toxicidade ao epitélio
corneano, estendendo-se por mais de 6 meses (CARNT,;
STAPLETON, 2016). Atualmente, ndo ha tratamento especifico
para a ceratite amebiana e diversos medicamentos sé&o
utilizados, os quais visam a erradicacdo dos cistos e trofozoitos
viaveis associado a diminuigdo da resposta inflamatéria (DART,;
SAW; KILVINGTON, 2009; MARTIN-NAVARRO et al., 2010;
ALKHARASHI et al., 2016).

2.2.2.2 Encefalite amebiana granulomatosa

A encefalite amebiana granulomatosa é uma infecgéao
oportunista cronica e progressiva do sistema nervoso central,
que pode atingir também os pulmées (MARCIANO-CABRAL;
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CABRAL, 2003). A infecgdo atinge principalmente individuos
soropositivos ou portadores de doengas cronicas como diabetes,
tuberculose, lUpus eritematoso sistémico, cirrose, faléncia renal
ou doenca 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
radioterdpico, além do contato com 4gua e solos contaminados
(MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).

Ulceracbes de pele e o neuroepitélio olfativo funcionam
como portas de entrada para espécies de Acanthamoeba, que
uma vez disseminados através da via hematogénica, invadem o
cérebro, pulmdes, rins e figado (WALOCHNIK et al., 2008). Os
sintomas iniciam-se de forma insidiosa, envolvendo mudancas de
comportamento ou personalidade, dores de cabeca, confusao,
convulsdes, sonoléncia, letargia, déficits neurolégicos focais e
aumento da pressao intracraniana (SUTGU et al., 2018). Ao
longo de semanas a varios meses, a infeccao progride para
coma, levando a morte como consequéncia ao aumento da
pressdo intracraniana, infec¢do secundaria e insuficiéncia de
multiplos 6rgdos (OMANA-MOLINA et al., 2017).

A andlise do liquido cefalorraquidiano demonstra
pleocitose leve com predominio de células mononucleares,
glicose baixa ou normal e indices proteicos alterados. Os
achados radioldgicos sdo inespecificos e variam de edema com
ou sem sangramento intracraniano até lesdes unifocais ou

multifocais (COVEN et al.,, 2017). Devido a achados clinicos,
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laboratoriais e radiolégicos nao especificos, o diagnostico ante
mortem da doenca pode ser um desafio. A doenga possui um
mau progndstico e menos de 5% dos pacientes sobrevivem se
nao iniciado precocemente o tratamento, além de ser
subnotificada ou diagnosticada erroneamente devido a falta de
ferramentas diagnésticas e similaridade dos sintomas com outras
infeccbes comuns do SNC, como a meningite viral e bacteriana
(ONG; KHAN; SIDDIQUI, 2017; VISVESVARA; MOURA;
SCHUSTER, 2007).

2.2.2.3 Tratamento das infec¢coes

Os trofozoitos de Acanthamoeba sao sensiveis a
diversos medicamentos  existentes, como  antibiéticos,
antissépticos e antifungicos, incluindo o metronidazol, alguns
antivirais e antineoplésicos (MAYCOCK; JAYASWAL; ED, 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 antifingicos 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 infeccado (TRABELSI et al., 2012; GRAFFI et al.,
2014). O tratamento quando realizado na fase tardia, podera nao
ter o efeito esperado, fazendo-se necessérias intervencgoes
cirirgicas, como ceratoplastia, debridamento e transplante de
cornea (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).
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A terapéutica da ceratite amebiana é realizado pela
instilagdo tdpica da solugéo contendo o farmaco na superficie da
cérnea (CARRIJO-CARVALHO et al, 2016). A maioria dos
regimes de tratamento sdo de uso prolongado, por mais de 6
meses, iniciam-se com aplicagcbes de hora em hora e sao
reduzidos gradualmente, devido a alta toxicidade dos farmacos
ao epitélio corneano (CARNT; STAPLETON, 2016).

A encefalite amebiana granulomatosa raramente é
tratada de forma eficaz, isto se deve a resposta imune
insuficiente, diagndstico tardio e antimicrobianos inespecificos
(SUTCU et al., 2018). Embora nao haja um regime terapéutico
padrdo, os poucos casos de sucesso no tratamento envolveram
0 uso de combinagdes de antimicrobianos por via intravenosa,
como cetoconazol, fluconazol, anfotericina B, azitromicina,
isotionato de pentamidina e rifampicina em combinacdo com
intervencgao cirdrgica (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 ndo planejada, sdo os principais tipos de
morte celular. A apoptose é caracterizada por uma série de
eventos bioquimicos e alteracdes que resultam em encolhimento
celular, fragmentacdo do nucleo, condensagdo da cromatina e
fragmentacdo do DNA, levando a exposigdo da fosfatidilserina,
detectada pela sua afinidade com a Anexina V (MARTIN-
NAVARRO et al., 2015). A necrose € -caracterizada por
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alteragbes morfolégicas, como aumento do volume celular e
ruptura da membrana citoplasmatica, o que leva a liberagdo do
conteudo celular (JIMENEZ-RUIZ et al.,, 2010; MOON et al.,
2018). Um mecanismo de morte por apoptose dos farmacos
frente aos parasitos pode impedir a toxicidade das células
hospedeiras, além de que células necréticas podem ser a causa
de um processo inflamatério na cérnea ou nos outros 6rgaos
infectados (LOPEZ-ARENCIBIA et al., 2017).

As alteragées da membrana celular, apoptose e necrose
celular podem ser avaliadas por citometria de fluxo através da
coloragdo das células com anexina V-FITC (isotiocianato de
fluoresceina) e iodeto de propideo. A anexina V é uma proteina
ligada fortemente a fosfolipideos de membrana, e quando
incorporada com FITC, permite identificar e quantificar células
apoptéticas através da citometria de fluxo (VAN ENGELAND et
al., 1996). A utilizacdo concomitante do marcador nuclear
fluorescente iodeto de propideo, por sua vez, torna possivel
verificar as alteracées nucleares caracteristicas dos estagios
tardios de apoptose ou morte celular por necrose (WILLINGHAM,
1999).

A dupla coloragdo fluorescente laranja de acridina
associada ao brometo de etidio, observadas em microscépio de
fluorescéncia, também é utilizada para identificar alteragbes da
membrana associadas a processos de morte celular (LIU et al.,
2015). O laranja de acridina cora células viaveis e nao viaveis e
emite fluorescéncia como resultado da intercalagdo em acidos

nucleicos de cadeia dupla (principalmente DNA) ou ligagédo aos



35

acidos nucléicos de fita simples (RNA), enquanto o brometo de
etidio é absorvido por células ndo viaveis e emite fluorescéncia

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

2.3 Atividade antiamebiana de produtos naturais

As plantas sintetizam metabdlitos secundarios, que
apresentam a fungdo primaria de protecdo contra patégenos,
insetos e herbivoros, mas também podem ser explorados como
potenciais fontes de novos produtos naturais bioativos para
aplicagbes medicinais (DEGERLI et al., 2012). Alternativas para
o tratamento da ceratite amebiana vém sendo investigadas a
partir da busca por compostos ativos de plantas medicinais, que
possam ser ativos contra trofozoitos e cistos de Acanthamoeba
spp., que nao induzam ao encistamento e ndo sejam toxicos 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
metandlico de alho e orégano, 6leo essencial de Lippia spp.,
extratos de Pterocaulon balansae e complexos sintéticos de
lapachol frente a Acanthamoeba spp. (MARTIN-NAVARRO et al.,
2010; PANATIERI et al., 2017; POLAT et al., 2008; RODIO et al.,
2008; SANTOS et al, 2016). Esses estudos resultam em
compostos com um efeito na proliferacdo das amebas de forma
dose-dependente, sendo mais eficazes contra trofozoitos do que
cistos.
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2.3.1 Género Eugenia

O género Eugenia € um dos maiores da familia
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; CAMARA,
2005). A familia Myrtaceae possui representantes de grande
interesse medicinal, como o género Eugenia, que € considerado
0 quarto género mais importante da familia devido a producéao de
Oleos essenciais, apdés os géneros Eucalyptus, Melaleuca e
Psydium (CARNEIRO et al., 2017; SOUZA et al., 2018). Eugenia
spp. sdo comumente utilizadas na medicina popular como
hipotensivo, diurético, antimicrobiano, anti-inflamatério, no
tratamento de feridas e infecgdes intestinais (SIMOES et al.,
2018).

O género consiste em arvores ou arbustos verdes,
possuindo fruto de até trés centimetros de diametro, esférico e
achatado nas extremidades, em gomos mais ou menos salientes
(Figura 3) (AURICCHIO; BACCHI, 2003). Apresenta ampla
distribuicao, ocorrendo desde o México até a Argentina, estando
presente em todas as regides do Brasil (OLIVEIRA; DIAS;
CaMARA, 2005; ROMAGNOLO; SOUZA, 2006).
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Figura 3. Aspecto das folhas e frutos de Eugenia hiemalis

Muitas espécies do género sao apreciadas por seus
frutos e utilizadas como alimentos, a exemplo de Eugenia
uniflora, uma das espécies mais conhecidas do género, chamada
popularmente de pitangueira e Eugenia brasiliensis, chamada de
grumixama ou cereja-brasileira (BENFATTI et al., 2010). Além
dela, sdo fornecedoras de frutos comestiveis: Eugenia
involucrata DC. (cereja-do-mato), Eugenia pyriformis Cambess.
(uvaia) e Eugenia neosilvestres Sobral (grumixama), apreciadas
tanto pelo homem como pelos animais (ROMAGNOLO; SOUZA,
2006). Os frutos sao consumidos frescos ou na forma de sucos e
gelatinas e possuem alto valor nutricional, além de serem ricos
em calcio, fésforo, provitamina A, vitamina C e compostos
fendlicos (antocianinas) (SOUZA et al., 2018).

O género Eugenia é conhecido por apresentar uma
grande quantidade de compostos fendlicos com capacidade
antioxidante, podendo-se citar os flavonoides e triterpendides,

embora taninos, acidos fendlicos e antocianinas também estejam
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presentes (EINBOND et al.,, 2004; MAGINA et al., 2012;
MORESCO et al., 2016).

Estudos comprovam diversas atividades biol6gicas de
espécies do género Eugenia. Santos et al. (2012) testaram o
extrato etandlico das folhas de Eugenia jambolana L. frente ao
Trypanosoma cruzi, obtendo 100% de inibicdo do parasito em
uma concentragdo de 100 pg/mL e CI50 de 56,42 ug/mL, além
de que, quando combinada com o metronizadol, potencializou
seu efeito antifungico.

Benfatti ef al. (2010) avaliaram a atividade de extratos
brutos hidroalcodlicos 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
prospecgao de novos farmacos.

A investigacdo da atividade de E. hiemalis contra
Acanthamoeba spp. ainda € um campo a ser explorado, visto a
minima existéncia de dados na literatura e evidéncias de
atividade amebicida de plantas da familia Myrtaceae. Um estudo
de Albouchi et al. (2017) investigou a atividade do 6leo essencial
de Melaleuca styphelioides frente a Acanthamoeba castellanii
Neff. O oOleo possui uma composicdo rica em moléculas
bioativas, as quais foram capazes de inibir o crescimento da

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

O acetato de miconidina (2-metdxi-1-acetdxi-6-n-pentil-
fenol) (Figura 4) & um éster derivado de hidroquinona isolado das
folhas e botbes florais de E. hiemalis. Em estudos
farmacologicos, as quinonas mostram variadas atividades
biolégicas, 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. Estrutléra quimica do acetato de miconidina

Fonte: Zatelli (2015).

A hidroquinona miconidina foi isolada de Miconia sp.
(Melastomaceae), além de ser encontrada como composto
minoritario em Primula obconica (MARINI-BETTOLO et al.,
1971). Essa substancia foi considerada o precursor biossintético
da primina, sendo que o isolamento do acetato de miconidina dos
botbes florais de E. hiemalis sugere que esse metabdlito é uma

forma de armazenamento da primina, sendo relacionado a
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protecao contra microrganismos e ataques herbivoros (ZATELLI
et al., 2016).

A miconidina tem sido relatada na literatura por suas
diversas atividades, incluindo atividade tripanocida
(SEPULVEDA-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 citotdxico
seletivo para células neoplasicas coletadas de pacientes com
leucemia aguda e aumentou o efeito citotoxico dos

quimioterapicos citarabina e vincristina.

2.3.3 O-metil-olivetol

O O-metil-olivetol (1-met6xi-5-n-pentil-fenol) (Figura 5) é
um composto fendlico que também foi isolado de Eugenia
hiemalis (ZATELLI, 2015). Alguns derivados de olivetol s&o
comumente encontrados em espécies de liquens, possuindo um
papel fundamental nas espécies de Cannabis sativa, produzindo
o0 acido olivetoico, utilizado na biossintese de tetra-hidrocanabinol
(THC), podendo ser util como intermediario na sintese de
derivados (RAHARJO et al., 2004; SISA; DVORAKOVA; VANEK,
2017). O composto ja foi encontrado como produto da
biotransformagdo do  olivetol por  Fusarium  roseum
(MCCLANAHAN; ROBERTSON, 1985).

A citotoxicidade do composto O-metil-olivetol j& foi
relatada frente a células KB (células de carcinoma oral),
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demonstrando uma potente atividade antitumoral concentragao-
dependente, variando de 1 a 100 uM (BAEK et al., 1998).

Figura 5. Estrutura quimica do O-metil-olivetol
: 1 3 5
O =]

Fonte: Zatelli (2015).

2.4 Sistemas nanoemulsionados

Sistemas nanoemulsionados sao considerados uma
otima estratégia para associacdo 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
terapéuticos presentes em alimentos e produtos farmacéuticos
(ANWAR; KHAN; SIDDIQUI, 2018). Sao sistemas considerados
versateis, capazes de encapsular compostos de diferentes
solubilidades, protegé-los de hidrélise e degradacao, além de ser
um importante veiculo para administracdo parenteral
(ALSHAHRANI, 2019; VERMELHO et al., 2018).

As principais vantagens dos sistemas nanoemulsionados
sdo a alta estabilidade termodindmica, aumento da precisédo e
taxa de absorcdo dos farmacos, aumento da solubilidade de
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compostos, com consequente aumento da biodisponibilidade
além da diminui¢do da toxicidade e irritabilidade (VERMELHO et
al., 2018). A maioria das nanoemulsdes sao dispersbes de
goticulas de 6leo em agua com diametro entre 20 e 200 nm
(VERMELHO et al., 2018). O tamanho reduzido das goticulas
pode reduzir a degradagcao do composto ativo associado, impedir
a floculagédo e manter o sistema disperso, além de ser uma
ferramenta eficiente e confiavel para melhorar sua
biodisponibilidade e, consequentemente, aumentar sua poténcia
antimicrobiana, reduzindo a resisténcia aos medicamentos
(IMRAN et al., 2016; ROLAND et al., 2003).

Os fosfolipidios, ou lecitinas, usados na preparacédo da
maioria das emulsbes sao materiais bastante heterogéneos,
atuando como emulsionantes que levam a formulacbes de
estabilidade a longo prazo (FILIPPIN; SOUZA, 2008) . O tempo
de degradacado pode variar de meses a anos, dependendo da
composicao da emulsao (MAHBOOB et al., 2018).

2.4.1 Sistemas nanoemulsionados para aplicacao ocular

A cérnea é uma importante barreira quimica e mecéanica
que protege os tecidos intraoculares da entrada de
microrganismos, além da absorcdo de compostos ativos
(MOGHIMIPOUR; SALIMI; YOUSEFVAND, 2017). Sabe-se que
administracao tépica de colirios 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 absor¢ao pela superficie da cérnea (AMMAR
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et al., 2009). Aproximadamente 1% da dose aplicada do colirio é
absorvida pela cérnea, enquanto o restante serd eliminado
dentro de 90 segundos pela barreira pré corneal (ANJANA et al.,
2014).

Sistemas nanoemulsionados séo excelentes veiculos
para administragdo ocular, devido a sua capacidade de aumentar
a bioatividade e biodisponibilidade de farmacos (KAUR,;
KAKKAR, 2014). A liberagdo sustentada de compostos
associados a nanoemulsdo permite que compostos bioativos
penetrem nas camadas corneanas pela sua alta viscosidade e
tamanho de particula pequeno, reduzindo seu potencial citotdxico
bem como o numero de instilagbes diarias, com consequente
aumento da adesao do paciente ao tratamento (AMMAR et al.,
2009; LIM et al., 2016).

A associacdo de compostos ativos a nanoemulsdes
frente a Acanthamoeba spp. relatados na literatura sao limitados.
Um estudo de Panatieri et al. (2016) incorporou um extrato de P.
balansae rico em cumarina a nanoemulsées compostas de
triglicerideos e lecitina de ovo. A atividade amebicida da
nanoemulsdo apresentou-se dose e tempo dependente,
reduzindo em 95% a viabilidade em 24 h de incubacdo com 1,25
mg/mL de extrato e ensaio de citotoxicidade demonstrou que o

composto é indcuo para células da coérnea.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o potencial antiamebiano do extrato bruto e

compostos isolados de Eugenia hiemalis Cambessedes visando

combater infec¢cbes causadas por Acanthamoeba spp.

3.2 Objetivos especificos

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 nanoemulsdao contendo o
composto isolado acetato de miconidina quanto as suas
propriedades fisico-quimicas;

Avaliar a atividade amebicida da nanoemulsio contendo
o acetato de miconidina frente a trofozoitos de
Acanthamoeba spp.;

Avaliar o efeito citotéxico da nanoemulsdo contendo o
composto acetato de miconidina livre e associado a
nanoemulsao frente a células de epitélio de cornea de
coelho;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura e obtencao de parasitos

Os testes de atividade amebicida foram realizados com a
cepa de Acanthamoeba castellanii Neff (ATCC 30010) e com um
isolado clinico regional de Acanthamoeba spp. (genétipo T4 —
namero de acesso GenBank MF579529) obtido a partir de
raspado de cornea de paciente com ceratite amebiana (ICR1). O
ICR1 foi caracterizado no Laboratério de Estudos de
Protozoarios Emergentes e Oportunistas/LAPEO-UFSC. As
acantamebas foram cultivadas axenicamente em meio liquido
PYG (proteose peptona — extrato de levedo — glicose) (PAGE E
SIEMENSMA, 1991). Subcultivos foram realizados para manter

as acantamebas em fase logaritmica de crescimento.

4.2 Obtencao 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 Herbario Instituto de Ciéncias Naturais
da UFRGS.

Os compostos foram obtidos por Zatelli (2015) através de
maceragdo das folhas, galhos e botbes florais com
diclorometano. Apds sete dias, os extratos obtidos foram filtrados
e concentrados a temperatura inferior a 40 °C, originando os
extratos diclorometénicos. Os residuos da primeira maceracao

foram extraidos duas vezes com metanol, originando os extratos
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metandlicos. Os extratos mais ativos foram submetidos ao
fracionamento cromatografico, sendo que os compostos das
fragcoes foram utilizados na avaliagdo de atividades biolégicas.

O extrato bruto e compostos isolados foram filtrados com
filtro de 0,22 um de porosidade, a fim de remover possiveis
contaminagdes. Neste estudo, foram utilizados os compostos

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

4.3 Avaliacao da atividade amebicida do extrato bruto e
compostos isolados de E. hiemalis frente a trofozoitos de
Acanthamoeba spp.

Para a realizacdo dos ensaios de atividade amebicida,
100 pL das culturas de A. castellanii Neff (ATCC 30010) e ICR1
na densidade de 8x10* trofozoitos/mL em meio PYG foram
dispostos em placas de 96 pocos e expostos a 100 pL de cada
concentracao 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 °C por até 48 h,
com observagao da cinética de crescimento das cepas em 6, 24
e 48 h de incubacao. Como controle negativo foi utilizada solucao
de PBS-Tween 5% e como controle positivo utilizou-se uma
solugdo de clorexidina 0,02% (0,2 mg/mL). A clorexidina € uma
biguanida amplamente utilizada para o tratamento de ceratite
amebiana em concentracdes de 0,02% a 0,2% (LIU et al., 2006).



47

Apos o periodo de incubacgao, as células viaveis foram
quantificadas utilizando a cé&mara de contagem de Fuchs-
Rosenthal e a viabilidade analisada utilizando azul de tripan
0,4%. Todas as concentracdes foram testadas trés vezes em
triplicata.

Os resultados obtidos no teste de avaliagdo de atividade
amebicida foram expressos como porcentagem de trofozoitos
viaveis através da média e desvio padrdao das triplicatas. A
concentracao inibitéria média (CI50) foi calculada a partir de

regressao linear utilizando um intervalo de confianga de 95%.

4.4 Avaliacao do tipo de morte celular

4.4.1 Sele¢ao dos controles para a citometria de fluxo
Alteragbes morfolégicas nucleares nas células sao
caracteristicas de apoptose, que podem ser avaliadas através de
microscopia de fluorescéncia, pela coloracdo das células com
laranja de acridina (3,6- dimetilaminoacridina) e brometo de etidio
(brometo de 3,8-diamino-5- etil-6-fenilfenantridinio) (LEITE et al.,
1999). Para a selecdo dos controles utilizados na citometria de
fluxo, a cepa ATCC A. castellanii Neff (ATCC 30010) na
densidade de 8x10* trofozoitos/mL foi incubada com
concentragées 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. Apds incubacao, as células foram centrifugadas
e 0 meio foi substituido por PBS, seguido da adicdo de uma
solugdo contendo laranja de acridina (1,2 ug/mL) e brometo de
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etideo (4 pg/mL). As acantamebas foram centrifugadas
novamente e o PBS foi removido para observacdo em
microscopio de fluorescéncia (Nikon, Eclipse TS100). Como
controle negativo, foram utilizadas acantamebas sem tratamento
nas mesmas condicdes de densidade e tempo. As alteragdes

foram avaliadas microscopicamente.

4.4.2 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada conforme descrito por
Assungao (2013) com modificagdes. As acantamebas foram
incubadas com a CI50 e a concentragdo de 2,5 mg/mL do
composto isolado acetato de miconidina por 48h. Posteriormente,
as amebas foram centrifugadas e lavadas com PBS 1X. A
solucdo de PBS 1X foi removida e as amebas foram
ressuspensas em tampao de ligagdo 1X (Millipore) e marcadas
por 15 min com anexina V-FITC. O iodeto de propideo foi
adicionado para subsequente avaliagcdo em citdbmetro de fluxo
(FACS CANTO Il, BD Biosciences). As células viaveis, em
apoptose e em necrose e/ou apoptose tardia foram detectadas
utilizando o programa Flowing Software 2.5.1.

4.5 Preparacao da nanoemulsao rica em triglicerideos
contendo o composto isolado acetato de miconidina

A nanoemulsdo foi preparada conforme descrito
anteriormente por Filippin & Souza (2008) com algumas
modificagbes. Miglyol (70%), fosfatidilcolina (27%), colesterol
(3%) e o composto isolado acetato de miconidina foram
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dissolvidos em cloroférmio-metanol (2:1). A mistura foi seca por
evaporagao espontanea para remover o solvente organico. Apos,
adicionou-se 6 mL de PBS (1:10) e a mistura foi emulsionada em
sonicador por 30 min. A nanoemuls&o foi mantida a temperatura

de 4 °C protegida de luz.

4.5.1 Determinacao do tamanho de particula, indice de
polidispersividade (Pdl) e potencial zeta

O tamanho de particula da nanoemulsdo contendo o
composto isolado acetato de miconidina foi analisado pela
técnica de espalhamento de luz dindmico (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 angulo
de detecgdo de 173° em uma cubeta de quartzo. O indice de
polidispersao (Pdl) da nanoemulséo foi determinado a partir dos
dados obtidos da velocidade de decaimento da funcédo de
correlacdo de fétons. O tamanho médio das particulas foi
avaliado a partir de trés 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
particulas foi estimada através da mobilidade eletroforética,
sendo calculado o potencial zeta.



50

4.5.2 Avaliacao da atividade amebicida do composto isolado
acetato de miconidina associado a nanoemulsao rica em
triglicerideos frente a trofozoitos de Acanthamoeba spp.

Para a realizacdo dos ensaios de atividade amebicida,
100 pL das culturas de Acanthamoeba na densidade de 8x10*
trofozoitos/mL em meio PYG foram dispostos em placas de 96
pocos e expostos a 100 pL de cada concentracdo da
nanoemulsdo 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 Parafim® e
incubadas a 30 °C por 48 h. Como controle negativo, foi utilizada
a nanoemulsdo sem incorporagéo do composto.

Ap6s o periodo de incubacao, as células viaveis foram
quantificadas utilizando a camara de contagem de Fuchs-
Rosenthal e a viabilidade analisada utilizando azul de tripan
0,4%. Todas as concentracoes foram testadas trés vezes em
triplicata.

Os resultados obtidos no teste de avaliacdo de atividade
amebicida foram expressos como porcentagem de trofozoitos
viaveis através da média e desvio padrdao das triplicatas. A
concentracao inibitéria média (CI50) foi calculada a partir de

regressao linear utilizando um intervalo de confianca de 95%.
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4.5.3 Avaliacao da citotoxicidade do composto isolado
acetato de miconidina livre e associado a nanoemulsao
frente a células de cérnea de coelho

Para determinar a citotoxicidade do composto isolado
acetato de miconidina livre e associado a nanoemulsao, foi
utilizada a linhagem celular de cérnea de coelho SIRC (ATCC® —
CCL 60).

As células foram mantidas em garrafas de 75 cm? em
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C em meio de cultivo DMEM
suplementado com 2 mM de glutamina, 10% de soro fetal bovino
e 1% de antibidticos (penicilina e estreptomicina). As células
foram mantidas e cultivadas ap6s confluéncia.

Para a realizagdo dos testes de citotoxicidade, foram
inoculadas 10° células/poco em placa de 96 pocos e incubadas
por 24 h. A CI50 do acetato de miconidina livre solubilizado em
DMSO e associado a nanoemulsdo foi adicionada ao pogo e
incubadas por mais 48 h. Como controle negativo, utilizou-se
uma aliquota da cultura celular na densidade 10° células/pogo e
correlacionado com 100% de viabilidade e, como controle
positivo a clorexidina 0,02% (0,2 mg/mL).

Ap6s incubacdo, adicionou-se a solugao de laranja de
acridina (1,2 pg/mL) e brometo de etideo (4 pg/mL). O meio foi
removido para observacdo em microscopio de fluorescéncia
(Nikon, Eclipse TS100).
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4.6 Analise estatistica

Os dados obtidos séo apresentados com médias e desvio
padrao e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido dos
pos teste de Conover através do programa MedCalc. O nivel de

significAncia adotado para os testes foi definido como p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Atividade amebicida do extrato bruto de E. hiemalis
sobre trofozoitos de A. castellanii Neff

Os estudos de viabilidade in vitro sdo importantes para a
triagem de novos agentes terapéuticos e fornecem dados
preliminares para subsequentes estudos in vivo (HEREDERO-
BERMEJO et al., 2013). A figura 6 demonstra a porcentagem de
viabilidade de trofozoitos de A. castellanii Neff (ATCC 30010)
com diferentes concentracdes do extrato bruto de E. hiemalis.

Os resultados de viabilidade dos trofozoitos avaliados
apds 48h em contato com o extrato bruto de E. hiemalis em
relagdo ao controle negativo, apresentaram diminuicao da
viabilidade celular, sendo significativos em concentragdes
maiores de 10 mg/mL (p<0,05). A atividade amebicida do extrato
foi concentragcdo dependente, ou seja, a inativagdo dos
trofozoitos foi diretamente proporcional ao aumento da
concentragdo. 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
trofozoitos de A. castellanii Neff.
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Ensaio de viabilidade da cepa ATCC 30010 apéds incubagao por
48 h com as concentragbes 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 padrdo de trés
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 trofozoitos
de Acanthamoeba spp.

Os trofozoitos de A, castellanii Neff e ICR1 foram
incubados com as concentracbes dos compostos isolados
testados e analisados apés 6, 24 e 48 h. Apés 6 h em contato
com os compostos, os ftrofozoitos foram observados em
microscépio invertido, onde os que estavam em contato com as
maiores concentragdes (1,25 e 2,5 mg/mL) apresentavam-se
com alteragdo de morfologia celular e alteragdo de membrana.
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Em 24 h de observagdo, houve uma redugcdo do nimero de
trofozoitos em todas as concentragdes, quando comparadas ao
controle, apresentando lise celular e alteracdo de morfologia de
trofozoitos. As figuras 7 e 8 demonstram a porcentagem de
trofozoitos viaveis apds 48h de incubacdo de A. castellanii Neff
(ATCC 30010) e do ICR1, respectivamente, com diferentes
concentragcdes dos compostos acetato de miconidina e O-metil-
olivetol avaliados.

Os resultados de viabilidade dos trofozoitos avaliados
apods o tratamento com acetato de miconidina e O-metil-olivetol
em relagdo ao controle negativo, apresentaram diminuicdo da
viabilidade celular, com diferenga significativa em todas as
concentracdes testadas (p<0,05).
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Figura 7. Atividade amebicida do composto isolado acetato de
miconidina frente a trofozoitos de Acanthamoeba spp.
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Ensaio de viabilidade da cepa ATCC 30010 (A) e ICR1 (B) ap6s
incubacdo por 48 h com as concentracoes de acetato de
miconidina. As imagens demonstram a diminuicdo dose-
dependente frente a diferentes concentragbes do composto: (1A
e 1B) controle negativo das cepas, (2A e 2B) 0,156 mg/mL; (3A e
3B) 0,3125 mg/mL; (4A e 4B) 0,625 mg/mL; (5A e 5B) 1,25
mg/mL; (6A e 6B) 2,5mg/mL. O controle positivo utilizado foi
clorexidina 0,02% (0,2 mg/mL). Os resultados correspondem a
média + desvio padrao de trés experimentos independentes.
*Valor p<0,05 comparado com o controle negativo (teste de
Kruskall-Wallis). Imagens com aumento de 200x.



57

Figura 8. Atividade amebicida do composto isolado O-metil-
olivetol frente a trofozoitos de Acanthamoeba spp.
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Ensaio de viabilidade da cepa ATCC 30010 (A) e ICR1 (B) ap6s
incubagao por 48 h com as concentragdes de O-metil-olivetol. As
imagens demonstram a diminuicdo dose-dependente frente a
diferentes concentragdes do composto: (1A e 1B) controle
negativo das cepas, (2A e 2B) 0,156 mg/mL; (3A e 3B) 0,3125
mg/mL; (4A e 4B) 0,625 mg/mL; (5A e 5B) 1,25 mg/mL; (6A e 6B)
2,5mg/mL. O controle positivo utilizado foi clorexidina 0,02% (0,2
mg/mL). Os resultados correspondem a média + desvio padrao
de trés experimentos independentes. *Valor p<0,05 comparado
com o controle negativo (teste de Kruskall-Wallis). Imagens com
aumento de 200x.

A cepa ATCC, apbs 48h de incubagdao e na menor
concentragéo testada (0,156 mg/mL), apresentou viabilidade de

81% e 83% para acetato de miconidina e O-metil-olivetol,
respectivamente. Na maior concentragao testada (2,5 mg/mL) de
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acetato de miconidina e O-metil olivetol, menos de 15% dos
trofozoitos permaneceram viaveis.

O ICR1 apresentou sensibilidade semelhante a cepa
ATCC em relagdo a agdo de ambos os compostos isolados. Apos
48 h de exposigao na concentracao 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 concentracao testada dos compostos.

Os valores de viabilidade para a cepa ATCC e ICR1
frente ao farmaco clorexidina (0,2 mg/mL) apresentaram-se
menores que 3% para os testes com ATCC em 48 h de
incubacdo. Para o ICR1, a viabilidade foi menor que 5% para
clorexidina (0,2 mg/mL) em 48 h de incubacao.

Apés a avaliagao do perfil de viabilidade celular dos
trofozoitos 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.
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Figura 9. Determinagao da CI50 dos compostos isolados para
cada espécie de Acanthamoeba testada.

Acetato de miconidina - A. castelanii Neff Acetato de miconidina - Isolado clinico

» 100q < 1007

° ]

5 804 ZE 80

s s

"] 0

S 604 S 604

k] <]

N [eeee=essssse- N

o d (=] -

3 40 ' B 40 ;

IS ! - :

o 204 H o 204 H

2, H £, :

20 25 30 35 40 20 25 30 35 40
log [GE1] (ug/mL) log [GE1] (ug/mL)

Metil-olivetol - A. castellanii Neff mSCHaRiSlol eIty

100

3 w 807
= (7]
>
1] ] B
g £ w
[=} w  fessssssssssssss
ko 2 4 :
] [ H
= ) \
@ 5 204 '
° = H
2 = !
= o T T T 1 T T T 1
2.0 25 3.0 35 4.0 2.0 25 3.0 3.5 4.0
log [GE9] (ng/mL) log [GE9] (ng/mL)

Resultados expressos em log da concentragao dos compostos
pela viabilidade dos trofozoitos da cepa ATCC (A e C) e do ICR1
(B e D) em porcentagem. A linha tracejada indica a CI50 dos
compostos. Calculado por regressao linear e interpolagao de
50% (GraphPad Prism 5.0).

Observou-se que as atividades dos compostos isolados
tiveram um comportamento dose-dependente, ou seja, a
inativagdo dos trofozoitos das acantamebas testadas foi
diretamente proporcional ac aumento das doses dos compostos

isolados. Apesar dos resultados promissores, nao foi possivel dar
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continuidade a investigacdo da atividade antiamebiana do
composto O-metil-olivetol devido ao seu baixo rendimento.

Os compostos testados ndo induziram a formacdo de
cistos nos tratamentos testados, caracteristica importante para o
tratamento de ceratite amebiana, visto que a habilidade dos
trofozoitos passarem para a forma de cistos durante o periodo de
tratamento € responsavel por casos de recidivas da doenca
(SCHUSTER; VISVESVARA, 2004).

5.3 Avaliacao de morte celular

Para selecionar os controles, realizou-se a avaliagdo do
tipo de morte celular induzida pelos medicamentos clorexidina,
biguanida e anfotericina B, a partir da coloracado laranja de
acridina/brometo de etidio (Figura 10).
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Figura 10. Microscopia de fluorescéncia com coloragéo laranja
de acridina e brometo de etideo em A. castellanii Neff frente a
compostos ativos.

(1) Controle de acantamebas nao tratadas. Acantamebas
tratadas por 48 h com os farmacos anfotericina B em
concentragbes 0,15 mg/mL (2) e 0,30 mg/mL (3); biguanida em
concentragéo 0,02 mg/mL (4) e clorexidina em concentragéo 0,02
mg/mL (5). Microscopia de fluorescéncia com aumento de 200x.

O controle contendo trofozoitos de A. castellanii Neff nao
tratados apresentou células com nlcleos verdes € membrana
celular intactos, indicando células viaveis e saudaveis. Todas as
células expostas aos farmacos controles demonstraram alguma
alteragao celular. A anfotericina B na concentragdo 0,15 mg/mL
apresentou células viaveis coradas em verde, semelhantes ao
controle e poucas células em necrose. Quando ha um aumento
na concentragdo (0,30 mg/mL), é possivel observar apenas
borrdes celulares, com algumas células em necrose. A biguanida
em concentragao 0,02 mg/mL apresentou células em necrose,
mantendo a estrutura da célula. A clorexidina em concentracao

0,02 mg/mL demonstrou apenas restos celulares.
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Diante dos resultados, como marcador de necrose (iodeto
de propideo positivo), foi selecionado como controle a biguanida
em concentracdo 0,02 mg/mL por ter apresentado células em
necrose, coradas em laranja com fluorescéncia laranja uniforme.
Para o marcador de apoptose, a concentragéo de clorexidina foi
diminuida para 0,002 mg/mL, a fim de observar-se maior

quantidade de células em apoptose.

5.4 Citometria de fluxo

Para avaliacdo 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 concentragao do
composto isolado testado (2,5 mg/mL).

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

Quadrantes (% celular)

COMPOSTOS Inferior Inferior  Superior  Superior
esquerdo direito esquerdo direito

Controle 87 4 3 6

CI50 19 16 8 57

2,5 mg/mL 1 3 1 95
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Figura 11. Grafico de pontos das células tratadas com CI50 do
composto acetato de miconidina.

Controle CCs50 | 2,5 mg/mL
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Trofozoitos de A. castellanii Neff foram incubadas por 48 h com a
CI50 (0,635 mg/mL) e 2,5 mg/mL do composto acetato de
miconidina, marcadas com Anexina-V-FITC ¢ iodeto de propidio
e analisadas por citometria de fluxo. As andlises foram realizadas
pelo o Flowing Software 2.5.1.

Os resultados obtidos (Tabela 1; Figura 11) demonstram
um aumento na populagdo celular em processo de apoptose
tardia ou necrose, aumentando para 57% e 95% para a CI50 e
para a concentragdao de 2,5 mg/mL, respectivamente. Esse
resultado indicou que o acetato de miconidina danifica
diretamente o trofozoito de A. castellanii Neff e corrobora os

resultados avaliados por contagem de células viaveis.

5.5 Nanoemulsido rica em lipideos contendo o composto
isolado acetato de miconidina

5.5.1 Caracteristicas fisico-quimicas
As caracteristicas fisico quimicas constituem parametros

importantes no que diz respeito a estabilidade de sistemas
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nanoemulsionados. A nanoemulséo foi preparada e incorporou-
se 0 composto em uma concentragéo final de 5 mg/mL. O
aspecto final da formulagdo apresentava-se de coloragdo branca
leitosa, sem quaisquer agregados, separagdo de fases ou
precipitacao visivel na amostra estocada a 4 °C, protegida de luz.

A manutencao do didmetro das particulas suspensas na
formulagdo indicou que ndo houve aglomeragdo das mesmas.
Em trinta dias, a nanoemulsao apresentou um tamanho médio de
118,2 £ 1,8 nm. O indice de polidispersao (PDI) é uma medida de
homogeneidade de dispersdo 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 particula, PDI e potencial zeta das

nanoemulsodes

Tamanho

) . Médio de Potencial
Formulacao Dias Particula PDI Zeta
) (mV)

1 1485+0,6 061,8(5)351 _48,0+2,4

5 1555+04 061,5581 _46,2+0,8

5 1450 +1,1 Oéjggoi _46,7+34

Naoemulsdo g 1510£16 Oéjgggi _438+3,1

12 1437406 061,3391 437412

22 1424+12 061,5351 39,6 +1,1

30  1454+1,9 061,3571 -388+1,9

1 115607 06?3841’ 51,1+56

2 1215+1,1 06?8551’ 51,7417

Nanoomulsdo 5 1173106 Oéfgg’gi 46,026

b 8 1190%23 G0 -431+31

acelatode 12 1172217 s 42733

22 1183+1,6 06?8831 _40,6+3,2

30 1186+28 06?81731 -38,1+4,0

Resultados expressos em média + desvio padrao 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 nanoemulsao rica em lipideos frente
trofozoitos de Acanthamoeba spp.

Nanoemulsdes sao sistemas estaveis de facil preparacao
com grande capacidade de solubilizagcdo de compostos, com
intuito de melhorar a biocompatibilidade com as células alvo
(IMRAN et al., 2016). A figura 12 demonstra a porcentagem de
trofozoitos vidveis apds 48 h de incubagao de A. castellanii Neff
(ATCC 30010) e do ICR1, respectivamente, com diferentes
concentragbes da nanoemulsdo rica em lipideos contendo o
composto isolado acetato de miconidina.

Os resultados de viabilidade dos trofozoitos avaliados
ap6s o tratamento com a nanoemulsdo contendo o composto
isolado acetato de miconidina, quando comparados ao controle
negativo apresentaram diminuigdo da viabilidade celular
significativa em todas as concentragdes testadas (p<0,05).

A cepa ATCC, apds 48 h de incubacdo e na menor
concentracdo testada (0,156 mg/mL), apresentou viabilidade de
42% e, na maior concentracdo testada (2,5 mg/mL) menos de
1% dos trofozoitos permaneceram viaveis.

O ICR1 apresentou sensibilidade semelhante a cepa
ATCC em relacido a acdo da nanoemulsdo. Ap6és 48 h de
exposicdo na concentracdo de 0,156 mg/mL, a viabilidade
observada foi 47% e 1% dos trofozoitos permaneceram viaveis
na maior concentragdo testada (2,5 mg/mL).
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Figura 12. Avaliacio da atividade amebicida da nanoemulsao
rica em lipideos contendo o composto isolado frente a trofozoitos
de Acanthamoeba spp.
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Ensaio de viabilidade da cepa ATCC 30010 (A) e IRC1 (B) ap6s
incubacao por 48 h com as concentragdes da nanoemulsao rica
em lipideos contendo o composto isolado acetato de miconidina.
Os resultados correspondem a média + desvio padrao de trés
experimentos independentes. p<0,05 comparado com o controle
negativo (teste de Kruskall-Wallis).

Apdés a avaliagao do perfil de viabilidade celular dos
trofozoitos, foram calculados os valores de CI50 e CI90. A CI50
calculada foi de 0,126 mg/mL € 0,139 mg/mL para a cepa ATCC
e ICR1, respectivamente, demonstrando uma melhora
significativa na CI50 quando comparada ao composto livre
(Figura 13). A CI90 calculada foi de 0,448 mg/mL para a cepa
ATCC € 0,482 mg/mL para o ICR1.
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Figura 13. Comparagéo da atividade do composto acetato de
miconidina livre € associado a nanoemulsao frente as cepas de
Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba castellanii Neff Isolado clinico

Composto livre
[ Nancemulsao

Composto livre
[ Nanoemulsdo

Trofozoitos vidveis (%)
Trofozoitos viaveis (%)

mg/mL

Ensaio de viabilidade da cepa ATCC 30010 e ICR1 apés
incubacdo por 48 h com o composto isolado acetato de
miconidina livre e associado a nanocemulsdo. Os resultados
correspondem a média * desvio padrao de trés experimentos
independentes. p<0,05 comparado com o controle negativo
(teste de Kruskall-Wallis).

5.5.3 Avaliacéao da citotoxicidade em células SIRC

A citotoxicidade do composto livre acetato de miconidina
e associado a nanoemulsao foi avaliada frente a linhagem SIRC.
Alteragbes morfologicas foram observadas por microscopia de
fluorescéncia apds coloragdo com laranja de acridina e brometo
de etidio (Figura 13). Apo6s a incubagao das células por 48 h com
a CI50 de cada tratamento, observou-se que a célula tratada com
o0 composto livre demonstrou caracteristicas morfoldgicas tipicas
de células em necrose, com coloragdo vermelha uniforme.
Quando tratadas com a CI50 da nanoemulséo, algumas células
apresentam ainda caracteristicas necréticas, porém, em menor
quantidade com presenga de células viaveis, demonstrando que
nanoemulséo foi capaz de reduzir parte da citotoxicidade do
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composto isolado. A nanoemulsdo sem ativos e o controle com

DSMO nao apresentaram efeito citotéxico.

Figura 14. Alteragdes morfoldgicas induzidas pelo composto
acetato de miconidina livre e associado a nanoemulsao sobre

células SIRC
) Controle de células SIRC nao tratadas; (B) Células SIRC

tratadas DMSO sem o composto isolado; (C) Células SIRC
tratadas com a nanoemulsao branca; (D) Controle positivo com
clorexidina (0,2 mg/mL); (E) Células SIRC tratadas com a CI50
do composto livre; (F) Células SIRC tratadas com a CI50
composto associado a nanoemulsdo. Microscopia de

fluorescéncia com aumento de 200x.
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6. DISCUSSAO

Estudos de produtos naturais com potencial atividade
antiamebiana ganhou importancia nos ultimos anos devido ao
aumento na incidéncia de infecgbes causadas por
Acanthamoeba spp. Os primeiros casos de infeccbes em
humanos foram relatados na década de 1970, que incluem a
encefalite amebiana granulomatosa, a ceratite amebiana e
lesées de pele (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).

A falta de protocolos para o tratamento das infeccoes
causadas por Acanthamoeba spp., associada a alta resisténcia
das formas cisticas do género, leva a necessidade da busca por
novas moléculas que apresentem efeito antiamebiano, que sejam
eficazes contra as formas trofozoiticas e cisticas 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 trofozoitos de A. castellanii Neff, os
resultados mostraram evidente atividade amebicida, com uma
CI50 de 14,07 mg/mL apds 48 h de incubacgao (Figura 6). Nao se
observou a inducédo da formacado de cistos apds aplicacdo do
extrato bruto, caracteristica fundamental aos compostos, somada
ao seu efeito amebostatico 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 ja 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 metandlicos de espécies de Peucedanum
frente a A. castellanii. Em 48 h de incubagdo, o extrato de P.
caucasicum na concentra¢do de 32 mg/mL foi capaz de eliminar
44.7% dos trofozoitos e o extrato metandlico de P. palimbioides,
apenas 40,4%. O extrato metandlico de Melissa officinalis
apresentou um efeito amebicida moderado frente a trofozoitos de
A. castellanii (MALATYALI et al., 2012). Em uma concentrac¢édo
de 16 mg/mL, o extrato foi capaz de eliminar 32,3% dos
trofozoitos viaveis.

A espécie E. hiemalis € uma planta neotropical tipica de
zonas ribeirinhas e pertence a familia Myrtaceae (NASCIMENTO
et al., 2015). Este género é amplamente utilizado na medicina
popular para o tratamento de doengas (ROMAGNOLQO; SOUZA,
2006). Devido a grande quantidade de compostos fendlicos, as
espécies possuem ampla atividade bioldgica, tais como atividade
antioxidante, atividade citotoxica, antibacteriana e anti-
Trypanosoma ja relatadas na literatura (BENFATTI et al., 2010;
FERREIRA et al., 2014; SANTOS et al., 2012; VICTORIA et al.,
2012).

Inimeros estudos s&o encontrados na literatura
relacionando espécies do género Eugenia investigando a
composi¢cdo quimica e atividades biolégicas de extratos e
fragdes, porém nenhum estudo relata a atividade antiamebiana.
O oleo essencial de E. hiemalis ja foi testado frente a cepas de
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Mycoplasma, demonstrando uma boa atividade com MIC < 500
pygmL-1  (ZATELLlI et al, 2015). Eugenia uniflora,
frequentemente utilizada na medicina popular, apresenta
potencial atividade antibacteriana, antioxidante, anti-
Trypanosoma e antifungica 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 Sitreptococcus 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 trofozoitos 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, ndo foi possivel dar continuidade a investigagéo da
atividade antiamebiana do composto O-metil-olivetol devido ao
seu baixo rendimento. Diante disso, o composto acetato de
miconidina foi considerado ©0 mais promissor para dar
continuidade as investigacbes, 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 extracao
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que apresentem alto rendimento a partir de compostos
acessiveis (SISA; DVORAKOVA; VANEK, 2017).

A viabilidade dos trofozoitos de Acanthamoeba apos a
exposicao ao extrato e compostos foi avaliada por meio de
contagem em hemocitébmetro, utilizando azul de tripan 0,4%.
Para a avaliacdo da atividade amebicida do composto promissor
selecionado (acetato de miconidina), utilizou-se a citometria de
fluxo como técnica complementar para avaliar a atividade,
observar alteracbes celulares induzidas e alteracbes de
permeabilidade, como em outros trabalhos de estudo de
atividade amebicida (HEREDERO-BERMEJO et al., 2015). Esta
abordagem mostrou-se Util, devido ao numero maior de eventos
analisados e as informagdes fornecidas sobre morte celular.

Neste estudo, observou-se que com o aumento da
concentragcado do composto ativo, aumentou o nimero de eventos
duplo marcados com anexina V-FITC e iodeto de propideo
(Figura 11), indicando que os trofozoitos de Acanthamoeba se
encontravam em apoptose tardia ou necrose, uma vez que séo
observadas caracteristicas sugestivas, que incluem
externalizacdo da fosfatidilserina, protrusbes e dano da
membrana celular. Mais estudos devem ser realizados para que
se investiguem os mecanismos de sinalizacdo de atuacdo do
composto, bem como a sua relagdo estrutura-atividade.

Os compostos extraidos de E. hiemalis e avaliados neste
estudo, acetato de miconidina e O-metil-olivetol, sdo derivados
fendlicos, sendo o primeiro uma forma de reserva natural da

quinona primina. Vale destacar que nos organismos vivos, as
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quinonas sao facilmente convertidas em seus correspondentes
fendlicos hidroquinonas (e vice-versa) em processos de
oxirredugdo. Quinonas naturais e sintéticas ja tiveram suas
atividades antiprotozoarias relatadas, como a embelina que
mostrou atividade contra o T. cruzi com 100% de lise dos
protozoarios, em uma concentragdo de 100 ug/mL (FERESIN et
al., 2003). Alguns derivados de naftoquinona B-lapachona, por
atuarem contra formas tripomastigotas de T. cruzi, podem ser
utilizados como farmacos alternativos em bancos de sangue
(CASTRO, 1993). A primina demonstrou uma potente atividade
frente ao Trypanosoma brucei rhodesiense com CI50 calculada
de 0,144 pyM e Leishmania donovani, CI50 de 0,711 pM
(TASDEMIR et al., 2006). Viegas ef al. (2017) testaram a primina
frente a vermes adultos de S. mansoni, observando um efeito
concentragdo-dependente e uma CI50 calculada de 7,08 pg/mL,
possuindo um efeito maximo em concentragdes acima de 20
pg/mL.

A primina chegou a ser utilizada no tratamento de cancer
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) analogos sintéticos da primina foram
avaliados quanto a sua atividade citotoxica, demonstrando-se
que todos os analogos foram menos citotéxicos frente a células
de carcinoma oral em comparagdo ao composto original. Esse
resultado demonstrou o potencial citotoxico da primina.

Atualmente, a nanotecnologia vem sendo utilizada para o

estudo de novas formulacdes visando o tratamento de infecgbes
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acantamebianas, pois 0 nanoencapsulamento pode ajudar a
melhorar a solubilidade dos farmacos, bem como sua eficacia e
diminuir a citotoxicidade (AQEEL et al., 2016; IMRAN et al., 2016;
MAHBOOB et al., 2018).

Neste estudo, foi produzida uma nanoemulsao rica em
lipideos contendo o composto isolado — acetato de miconidina —
de E. hiemalis, obtendo-se um tamanho de particula médio de
118,2 nm. De forma complementar a analise do tamanho de
particula, propriedades fisico-quimicas do sistema
nanoemulsionado como tamanho médio e distribuicdo de
tamanho das goticulas, potencial zeta e o Pdl foram avaliados
(Tabela 2).

O potencial zeta é uma propriedade de particulas em
suspensdo resultante das cargas presentes que reflete a
composicdo da interface das nanoemulsdes. Valores negativos,
como o observado nesse estudo, ja foram relatados
anteriormente na literatura e estdo relacionados ao fato da
nanoemulsdo possuir a fosfatidilcolina como surfactante na
formulacao (PANATIERI et al., 2017). Valores acima de 25 mV
(valor absoluto) conferem estabilidade fisica ao sistema, o que
indica que as particulas estdo dispersas e o sistema é
defloculado, enquanto valores abaixo de 25 mV indicam que as
forcas de atracdo excedem as forcas de repulsédo, levando a
floculagdo (ROLAND et al., 2003; JINAN et al., 2018;).

De forma a verificar a homogeneidade das particulas da
nanoemulsdo, foi analisado o indice de polidispersao (Pdl) ao
longo de 30 dias. O Pdl indica a uniformidade do tamanho de
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particulas e variagbes ao longo de tempo indicam o
aparecimento de populagbes que ndo existiam inicialmente
(SOUZA et al., 2012). Valores proximos de zero indicam uma
dispersdo homogénea, enquanto aqueles acima de 0,3 indicam
alta heterogeneidade (ZHANG; KOSARAJU, 2007). O PDI néo se
mostrou alterado no periodo avaliado no estudo, indicando
homogeneidade da dispersao.

A nanoemulséo contendo o composto isolado acetato de
miconidina proporcionou uma melhora na atividade amebicida
quando comparada ao composto isolado livre (Figura 13),
apresentando uma diminuicdo 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 nanoemuls&o contendo o composto.

Outros estudos relatados na literatura demonstram a
melhora da atividade amebicida de compostos quando
associados a sistemas nanoemulsionados. No estudo de Aqgeel
et al. (2016), a clorexidina conjugada a nanoparticulas de ouro
apresentou niveis mais elevados de toxicidade frente a A.
castellanii quando comparada com a clorexidina isolada. Em
outro estudo, a periglaucina A e o0 acido betulinico foram
encapsulados em nanoparticulas de PLGA (L-acido lactico-co-
acido glicolico) e testados frente a trofozoitos de Acanthamoeba
triangularis (MAHBOOB et al., 2018). As nanoparticulas de
periglaucina A e acido betulinico, em concentragbes de 100
pg/mL, 50 pg/mL e 25 ug/mL, inibiram a viabilidade dos
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trofozoitos 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 nanoemulséo, parte
da sua citotoxicidade € reduzida, apresentando aumento de
células viaveis (Figura 14). Observa-se que, quando comparado
ao controle positivo (clorexidina), a nanoemulsdo com acetato de
miconidina foi capaz de induzir a morte de um ndmero inferior de
células, apresentando ainda células viaveis coradas em verde. A
clorexidina é um farmaco utilizado na terapia de infecgdes
amebianas, relatada na literatura como causadora de efeitos
colaterais devido a sua alta toxicidade (AQEEL et al.,, 2016;
CARNT; STAPLETON, 2016).

Situagbes como essa nao sdo incomuns e ja foram
relatadas na literatura. A prevencéao da toxicidade dos compostos
bioativos € um dos objetivos dos sistemas nanocarreadores (AL-
JAMAL et al., 2013). Um estudo de Glndel et al. (2018) avaliou a
citotoxicidade do 6leo de manjericido livre e associado a
nanoemulsdo, demonstrando que o Oleo livre reduziu a
viabilidade celular em concentracées mais altas. No entanto, a
nanoemulsao contendo 6leo de manjericao ndo causou reducao
da viabilidade celular, fato relacionado a capacidade de liberacéo
controlada do ativo, reduzindo o dano celular gerado.

A biodistribuicdo de nanocarreadores por via parenteral
ajuda a atingir objetivos como a reducao dos efeitos colaterais e
o aumento da eficacia terapéutica em doses menores de

compostos bioativos (SHUKLA et al.,, 2014). A encefalite
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amebiana granulomatosa atinge o SNC de individuos
imunocomprometidos através da disseminagdo pela Vvia
hematogénica para outros o6rgados (MARCIANO-CABRAL;
CABRAL, 2003). A infeccao nao possui tratamento especifico,
sendo utilizada uma combinagcédo de diversos farmacos por via
intravenosa.

O composto acetato de miconidina associado a
nanoemulsdo rica em lipideos inibiu significativamente a
viabilidade de trofozoitos de Acanthamoeba sem levar a
formacdo de cistos, além de melhorar a toxicidade frente a
células de cérnea. Sendo assim, o composto pode ser utilizado
como protétipo para outros compostos bioativos para o
tratamento de infeccbes causadas por Acanthamoeba spp.
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CONCLUSOES

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 trofozoitos 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
trofozoitos viaveis em hemocitdmetro;

O composto acetato de miconidina induziu processos de
apoptose tardia ou necrose em trofozoitos de
Acanthamoeba;

A nanoemulsdo contendo o composto acetato de
miconidina é estavel macroscopicamente, monodispersa
e apresentou caracteristicas fisico-quimicas ideais para
sua aplicagdo em sistemas biolégicos;

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

cornea.
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PERSPECTIVAS

Investigacdo o potencial antiamebiano dos compostos
isolados de E. hiemalis frente a cistos de Acanthamoeba
spp.;

Avaliacdo da citotoxicidade do composto O-metil-olivetol
frente a células de cornea;

Analise da nanoemulsdo contendo o composto isolado
através de microscopia eletrénica de transmissao;
Determinacédo do teor e eficiéncia de encapsulagdo do
acetato de miconidina livre na nanoemulsdo e

determinacéao do teor de acetato de miconidina total.
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