UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
CURSO DE GRADUACAO DE FARMACIA

PAULO ROBERT SILVEIRA NASCIMENTO

Avaliacdo da atividade antiamebiana de compostos presentes no Covid-Box®

contra trofozoitos de Acanthamoeba castellanii

Florianopolis — SC
2021



PAULO ROBERT SILVEIRA NASCIMENTO

Avaliacdo da atividade antiamebiana de compostos presentes no Covid-Box®

contra trofozoitos de Acanthamoeba castellanii

Trabalho Conclusdo do Curso de Graduagdo em
Farmacia do Centro de Ciéncias em Saude da
Universidade Federal de Santa Catarina como
requisito para a obtencdo do titulo de bacharel
Farmacia

Orientadora: Prof? Dr2, Karin Silva Caumo
Coorientadora: Jaqueline da Silveira

Florianopolis
2021



Dedico esse trabalho aos meus familiares
e amigos que me apoiaram durante a
jornada académica e aos colegas do grupo
do Laboratério de Protozoarios
Emergentes e Oportunistas que ajudaram
na execucao desse Trabalho de Concluséo
de Curso



AGRADECIMENTOS

A batalha as vezes pode ser dura e por mais dificil que pareca, mas com muita
determinacao, foco e superacéo vocé pode chegar aonde quiser.

Eu agradeco primeiramente & minha familia que esteve do meu lado nos
momentos mais dificeis, sé vocés sabem por tudo que passei. Mas quando eu mais
precisei, mesmo nos momentos de dores e sofrimento estavam do lado me
incentivando.

Agradeco aos profissionais de saude que ajudaram na minha recuperacéo e
pude estar aqui hoje terminando esse trabalho.

A minha orientadora professora Dr.2 Karin Silva Caumo, por todo conhecimento
gue pude adquirir e conquistar ao seu lado. Obrigado por acreditar em mim. Por todo
incentivo e dedicag&o na orientacdo desse trabalho.

A minha coorientadora Jaqueline da Silveira, por todo ensinamento
compartilhado durante a realizacdo desse trabalho e paciéncia durante esse periodo.
Como sempre digo: “O que seria de mim sem vocé Jaque?”

Agradeco aos professores, pela paciéncia e ajuda durante todo o processo de
recuperacao.

Aos membros da banca por todas sugestbes e contribuicdes

A equipe do Laboratério de Estudos de Protozoarios Emergentes e
Oportunistas (LAPEO) que tornaram meus dias melhores em todo momento, seja com
compartilhamento de ideias e sugestfes ou as risadas durante o café.

Aos meus amigos que me incentivaram ou até mesmo escutaram todo
desabafo de estresse do TCC.

Ao LAMEB por auxiliar em todas as leituras que pude fazer no espaco
laboratorial.

A UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA pelo conhecimento e
formacao.

Por fim, agradeco a todos que, direta ou indiretamente, colaboraram para a
realizacéo deste trabalho.



‘A ciéncia atua na fronteira entre o
conhecimento e a ignorancia sem medo de
admitir que ndo sabemos. Nao ha nenhuma
vergonha nisso. A Unica vergonha é fingir que
temos todas as respostas”.

(Neil deGrasse Tyson)


https://www.pensador.com/autor/neil_degrasse_tyson/

RESUMO

Amebas de vida livre sdo protozodrios ubiquitérios que podem ser isoladas de varios
nichos ambientais, como solo, agua e vegetacédo. O género Acanthamoeba spp. tem
como caracteristica ser amebas anfizoicas, podendo se comportar na forma livre e
parasitaria. Acanthamoeba spp. apresenta dois estagios no seu ciclo de vida, o
trofozoito, caracterizado como a forma metabolicamente ativa e cisto, sua forma ativa.
O reposicionamento de farmacos € uma das estratégias para o tratamento de
infeccbes emergentes, como as ocasionadas pela ameba de vida livre do género
Acanthamoeba. Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
atividade anti-Acanthamoeba de compostos presentes no Covid-Box® na busca de
novas opc¢oes terapéuticas para a ceratite amebiana e infeccfes disseminadas. Os
testes de atividade amebicida foram realizados utilizando a cepa de Acanthamoeba
castellanii (ATCC 50492). Para a realizacao da atividade amebicida, os trofozoitos de
Acanthamoeba spp. foram expostos na concentragédo de 10 uM de cada composto
presente no Covid-Box®. Além disso, os compostos que apresentaram melhor
atividade amebicida foram avaliados nas concentracdes de 20 uM, 15 uM, 10 uM, 5
UM e 2,5 uM para determinar a IC50. Para determinar a viabilidade dos trofozoitos, foi
utilizado o indicador de viabilidade alamarBlue®. Também, foi realizado o ensaio de
citotoxicidade frente a células SIRC dos compostos selecionados. A ciclesonida e a
prometazina foram capazes de diminuir consideravelmente os numeros de trofozoitos
de A. castellanii, com diminuicédo da viabilidade de 35,01 + 5,088% e 34,66 + 5,165%
respectivamente. Tanto ciclesonida, quanto prometazina apresentaram menor
toxicidade ocular que o farmaco padrdo ouro utilizado no tratamento da ceratite
amebiana. Os resultados permitiram identificar dois compostos ativos frente a
trofozoitos de A. castellanii e com baixo potencial citotoxico, que poderéo servir como
protétipo no estudo de novas moléculas ativas, estudos de sinergia, visando melhorar

a terapéutica das infec¢des por Acanthamoeba spp.

Palavras-chave: Acanthamoeba spp; reposicionamento de farmacos; ceratite

amebiana; encefalite amebiana granulomatosa; Covid-Box®.



ABSTRACT

Free-living amoebas are ubiquitous protozoa that can be isolated from various
environmental niches, such as soil, water and vegetation. The genus Acanthamoeba
spp. has the characteristic of being amphizoic amoebas, being able to behave in the
free and parasitic form. Acanthamoeba spp. it has two stages in its life cycle, the
trophozoite, characterized as the metabolically active form and cyst, its active form.
The drug repositioning is one of the strategies for the emergent infection’s treatment
such as those occurred by the free-living ameba of the genus Acanthamoeba. In this
context, this paper aimed to evaluate the anti-Acanthamoeba activity of the compounds
present in the Covid-Box® in order to search for new therapeutical options for the
amoebic keratitis and disseminated infections. The tests of the amebicidal activity were
performed using the strain of the Acanthamoeba castellanii (ATCC 50492). In order to
carry out the amebicity activity, the Acanthamoeba spp’s trophozoite were exposed in
the concentration of the 10 pM of each compound present in the Covid-Box®.
Moreover, the compounds that showed better amebicidal activity were evaluated in the
concentrations of 20 uM, 15 puM, 10 uM, 5 pM and 2,5 pM to determine the IC50.
Furthermore, to determine the trophozoites’ viability, it was used the viability indicator
alamarBlue®. Also, the cytotoxicity assay against the SIRC of selected cells was
performed. Ciclosenide and promethazine were able to considerably decrease the
number of the A. castellanii’s trophozoites such as a viability decrease of the 35,01 +
5,088% and 34,66 + 5,165% respectively. Both ciclosenide and promethazine had
lower ocular toxicity that the gold standard drug used in the amoebic keratitis treatment.
The results allowed to identify two active compounds against the A.castellanii’s
trophozoites with low cytotoxic potential which could be used as a study prototype of
new active molecules, synergy studies, aiming to improve the treatments of the

infections caused by Acanthamoeba spp.

Keywords: Acanthamoeba spp, drug repositioning, amoebic keratits, granulamotous

amoebic encephalitis, Covid-Box®
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1 INTRODUCAO

As amebas de vida livre séo protozoarios ubiquitarios que completam
todo seu ciclo de vida na natureza, n&o necessitando de um hospedeiro para realizar
esse processo (FARRA; BEKONDI; TRICOU; MBECKO et al., 2017). Existem mais de
200 tipos de amebas de vida livre, elas podem ser encontradas em agua doce, agua
do mar e solo. Essas amebas utilizam bactérias e outros microrganismos como fontes
de nutrientes. Ha cerca de 50 anos foi relatado o primeiro caso de infeccdo humana
envolvendo ameba de vida livre, a partir desse momento algumas delas sao
conhecidas como amebas anfizoicas, ou seja, possuem a capacidade de viver na
forma livre, como também na forma parasitaria causando infec¢des em humanos e
animais (HARA; YAGITA; SUGITA, 2019).

Dentre uma ampla variedade de amebas de vida livre distribuidas na
natureza, apenas quatro apresentam associacdo com infeccdes em humanos e
animais: Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri e Sappinia
pedata. Essas amebas s&o protistas eucariontes, apresentam mitocondrias e sao
aerdbicas. As amebas mencionadas causam infeccfes no sistema nervoso central
(SNC). Enquanto a Naegleria fowleri € responsavel por causar a meningoencefalite
aguda, as Acanthamoeba spp. e Balamuthia mandrillaris causam a encefalite
amebiana granulomatosa (EAG), principalmente em individuos imunocomprometidos.
Além disso, tanto Acanthamoeba spp. quanto a Balamuthia mandrillaris também
causam infec¢des na pele e pulmdes em humanos. JA Acanthamoeba spp. pode
acometer a cornea e causar ceratite amebiana (CA). (VISVESVARA; MOURA,;
SCHUSTER, 2007).

O género Acanthamoeba spp. apresenta dois estagios no seu ciclo de vida:
trofozoito e cisto. O trofozoito consiste na forma ativa, ja o cisto € sua forma dormente
e resistente. A EAG ocasionada por Acanthamoeba spp. atinge principalmente
individuos imunocomprometidos e ocasiona alta taxa de mortalidade, ficando em torno
de 90%, esse indice alto estd associado com o diagnéstico tardio e falta de
medicamentos eficazes contra as formas amebianas no SNC. J4 a ceratite amebiana
estd relacionada com individuos imunocompetentes, a maioria dos casos estédo

ligados_ao mal uso de lente de contato e outros casos com a lesdo prévia da cornea
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por acidente com madeira, solo entre outros. Os casos de ceratite amebiana, quando
nao tratados adequadamente, tendem a evoluir para perda da acuidade visual,
transplante de cornea e cegueira (RICE; COLON; CHEN; HULL et al., 2020; SHARMA;
KALRA; TEJAN; GHOSHAL, 2020).

O manejo terapéutico das infeccbes causadas por Acanthamoeba spp. é
dependente de um diagndstico precoce. Além disso, a maioria dos medicamentos
utilizados no tratamento de infeccbes acanthamebianas s&o efetivos contra
trofozoitos, mas pouco ativos contra cistos. Do mesmo modo, medicamentos usados
contra a encefalite amebiana granulomatosa sdo na sua maioria com efeito
amebostatico, pois ndo atravessam a barreira hematoencefalica em concentracdes
suficientes para atingir a acao terapéutica adequada (KALRA; SHARMA; SHYAM,;
TEJAN et al., 2020; LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015).

Como estratégia para a busca de novas opcdes terapéuticas para doencas
emergentes e negligenciadas, estudos de reposicionamento de farmacos tornaram-se
essenciais, melhorando significativamente o tempo da descoberta dos medicamentos
e reduzindo a quantidade de recursos utilizados (ELSHEIKHA; SIDDIQUI; KHAN,
2020; RICE; COLON; CHEN; HULL et al., 2020). Com isso, farmacos ja existentes e
gue podem apresentar atividade frente a Acanthamoeba spp. podem progredir para
ensaios clinicos randomizados e consequentemente serem utilizados no tratamento
de infec¢gBes causadas por essa ameba (ELSHEIKHA; SIDDIQUI; KHAN, 2020).

A entidade Medicines for Malaria Venture desenvolveu o Pathogen Box® e
outras plataformas como Covid-Box®, com o objetivo de disponibilizar para a
comunidade cientifica compostos que servem de triagem frente a diversos agentes
infecciosos (VENTURE, 2020) Neste contexto, o presente trabalho visou o estudo de
reposicionamento de farmacos a partir da avaliacdo da atividade amebicida de
compostos presentes no Covid-Box® que possam ser utilizados como boa opgéo

terapéutica frente as infec¢des pelo género Acanthamoeba spp.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acanthamoeba spp.

Acanthamoeba spp. é uma ameba de vida livre de carater anfizéico, ou
seja, apresenta a capacidade de viver tanto na forma livre, como na parasitaria. A
primeira descrigcao ocorreu em 1930 pelo pesquisador Castellani, que isolou a ameba
como contaminante na cultura de leveduras. Contudo, apenas na década de 1960 foi
relatado o primeiro caso de doenca em humanos, sendo assim, 0 género
Acanthamoeba foi descrito como um agente causador da encefalite amebiana
granulomatosa. Logo depois, na década de 1970, foi relatado o primeiro caso de
ceratite amebiana (CA) por Acanthamoeba spp. (FOWLER; CARTER, 1965;
NAGINTON; WATSON; PLAYFAIR; MCGILL et al., 1974; SIDDIQUI; KHAN, 2012).

O género Acanthamoeba é um protozoario ubiquitario, que pode ser
encontrado em varias fontes como: agua, solo e vegetacao. Sao caracterizados como
amebas de vida livre (AVL) que se alimentam principalmente de bactérias, algas e
leveduras, atuando como predador microbiano em solos e aguas (CORSARO;
KOHSLER; MONTALBANO DI FILIPPO; VENDITTI et al., 2017). Elas apresentam
dois papéis ecolbgicos importantes: influenciar na estrutura/controle da populacéo
microbiana e aumentar a ciclagem de nutrientes. As duas atividades estéo associadas
a protistas do solo que se alimentam de bactérias, sendo assim, ela ajuda na
regulacédo das populacfes bacterianas no solo (DE LACERDA; LIRA, 2020). Porém,
as amebas podem se comportar como patégenos oportunistas e causar infeccdes em
humanos e animais (CORSARO, 2020).

Acanthamoeba spp. podem ser isolada de diversas fontes como solo
(KARAMATI; NIYYATI; LORENZO-MORALES; LASJERDI, 2016), poeira (NIYYATI et
al., 2009), agua da torneira e do mar (LEAL; SOUZA; CAUMO; FONGARO et al., 2018;
LORENZO-MORALES et al., 2005; YOUSUF; SIDDIQUI; SUBHANI; KHAN, 2013),
lagos e rios (LORENZO-MORALES et al., 2006) e hospitais (LASJERDI et al., 2011,
WOPEREIS et al., 2020).

Acanthamoeba spp. se configura como um protozoario dimorfico,
apresentando duas formas distintas: trofozoito e cisto. Os trofozoitos apresentam- se

como a forma ativa. Durante este estagio, as amebas se alimentam de particulas
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organicas e outros microrganismos, além de se dividirem mitoticamente sob condi¢cbes
ideais. Em condicfes adversas, a ameba se diferencia em cisto de parede dupla, esse

estagio é caracterizado como a forma resistente (Figura 1) (SIDDIQUI; KHAN, 2012).

Figura 1 - Formas evolutivas de Acathamoeba spp.

Painel a: Trofozoito, forma metabolicamente ativa; Painel b: Cisto, forma dormente e resistente.

Fonte: Laboratério de Estudos de Protozoarios Emergentes e Oportunistas (LAPEO)

O tamanho do trofozoito varia de acordo com o genotipo, ficando
geralmente entre 15 e 40 um, apresentando elevado niumero de mitocéndrias (DE
LACERDA; LIRA, 2020; SIDDIQUI; KHAN, 2012). A membrana plasmatica é
constituida de proteinas, fosfolipidios, esterdis e lipofosfoglicanos (SIDDIQUI; KHAN,
2012). Em sua superficie, apresenta projecdes citoplasmaticas denominadas
acantopoédios, importantes para o movimento celular e sua alimentacdo (Figura 2).
Além disso, a ameba € constituida de varios vacuolos, como os vacuolos contrateis,
cuja funcéo é expelir 4gua para a regulagdo osmaética. Outros vacuolos no citoplasma
também podem ser observados, como os digestivos, os lisossomais e, em grande
quantidade, os de glicogénio (DE LACERDA,; LIRA, 2020; SIDDIQUI; KHAN, 2012).
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Figura 2- Trofozoito de Acanthamoeba spp.

Acantopddios importantes para a locomocédo amebiana e nucleo central bem definido. Fonte:

WOPEREIS et al., 2020.

Quando os trofozoitos encontram condicdes desfavoraveis de pH,
temperatura, UV (radiacdo ultravioleta), contato com produtos quimicos, acumulo de
produtos metabdlicos e toxinas, mudanca da osmolaridade e restricdo de nutrientes,
eles possuem a capacidade de ficar na forma de cisto, forma de resisténcia, pelo
processo denominado encistamento (DE LACERDA,; LIRA, 2020).

O cisto apresenta dupla parede, a parede externa denominada de ectocisto,
constituida principalmente de proteinas e polissacarideos, serve de grande auxilio
para que o0 cisto consiga sobreviver a ambientes hostis. A parede interna é
denominada de endocisto, composta principalmente de celulose. O tamanho do cisto
pode variar de acordo com o genotipo/espécie de Acanthamoeba spp., ficando em
torno de 5 — 20 um de di@metro. Possui também poros denominados de ostiolos,
usados para verificar mudangcas ambientais. Quando apresenta um ambiente
favoravel, os trofozoitos emergem através do opérculo, uma espécie de poro, que fica
localizado junto aos ostiolos e séo retirados no momento de passagem dos trofozoitos
(GARAJOVA; MRVA; VASKOVICOVA; MARTINKA et al., 2019; KHAN, 2006;
LORENZO-MORALES; MARTIN-NAVARRO; LOPEZ-ARENCIBIA; ARNALICH-
MONTIEL et al., 2013). Mesmo armazenados por décadas, 0s cistos podem
permanecer viadveis (DE LACERDA; LIRA, 2020).
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2.2 CLASSIFICACAO Acanthamoeba spp.

A classificacdo da Acanthamoeba spp. foi inicialmente baseada
exclusivamente nas caracteristicas morfologicas do cisto, pelo fato de que os
trofozoitos ndo apresentam caracteristicas para a identificacdo permanente e distinta.
Por causa disso, foram estabelecidos trés grupos como critério para a classificagéo.
O grupo | é constituido de espécies de cistos com ectocisto liso ou suavemente
enrugado e endocisto estrelado e maior que 18 pm. As amebas desse grupo sao
predominantemente ambientais e ndo associadas a infecgcdes em humanos e animais.
O grupo Il apresenta cistos de até 18 um de didmetro e com ectocisto enrugado e
endocisto estrelado, poligonal, triangular ou oval. Esse grupo abrange a maioria das
amebas associadas com infec¢cbes humanas, entre elas a ceratite amebiana e a
encefalite amebiana granulomatosa. O grupo Il engloba cistos de até 18 um de
diametro e com ectocisto fino, liso ou levemente enrugado e endocisto oval ou
levemente angular. Varias espécies desse grupo também demostraram ser
patogénicas (GARAJOVA; MRVA; VASKOVICOVA; MARTINKA et al., 2019;
QVARNSTROM; NERAD; VISVESVARA, 2013).

Atualmente, Acanthamoeba spp. sao identificadas por meio do
sequenciamento do gene SSU rRNA nuclear (18S rDNA), utilizando a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Diferentes tipos de sequéncias permitem a classificacao
genotipica, que correspondem a cada espécie distinta. Até o momento, ja foram
identificados 22 gendtipos (T1 a T22) (Figura 3) (KOT; tANOCHA-ARENDARCZYK;
KOSIK-BOGACKA, 2018); CORSARO, 2020; CORSARO; KOHSLER;
MONTALBANO DI FILIPPO; VENDITTI et al., 2017; CORSARO; VENDITTI, 2010;
2018a; b; CORSARO; WALOCHNIK; KOHSLER; ROTT, 2015; GAST, 2001;
MAGNET; HENRIQUES-GIL; GALVAN-DIAZ; IZQUIEDO et al., 2014; NUPRASERT;
PUTAPORNTIP; PARIYAKANOK; JONGWUTIWES, 2010; RICE; COLON; CHEN;
HULL et al., 2020).

As amebas relacionadas aos géneros T2 a T6 e T10, T11 e T15 ja foram
relacionados a casos de CA. Ao passo que, 0s genétipos T1, T2, T4, T5, T10 e T12
estdo associados com a encefalite amebiana granulomatosa (EAG). Contudo, os
ultimos genotipos identificados, T21 e T22, ainda ndo constam na base de dados

(KOT; tANOCHA-ARENDARCZYK; KOSIK-BOGACKA, 2018).
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Dentre os genotipos classificados, o T4 corresponde a maioria dos isolados
de Acanthamoeba spp. identificados no meio ambiente e em amostras clinicas. Ela
pode ser dividida em sete subtipos principais 18S (T4A, T4B, T4C, T4D, T4E, T4F e
T4G). O gendtipo T4, comumente isolado de casos de pacientes com CA e EAG,
caracteriza-se por apresentar fatores de viruléncia altamente expressos e reducao na
sensibilidade a farmacos utilizados no tratamento das infec¢cdes acanthamebianas
(CORSARO, 2020; KOT; tANOCHA-ARENDARCZYK; KOSIK-BOGACKA, 2018).
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Figura 3 - Lista das espécies e gendtipos de Acanthamoeba spp.

Especies MG  GT Descritor/Referéncia Tipode cepa  Coleg3o de culura Fonte original Doenga associada
|: A mwonyds | T7  Ray & Hayes 1054 Rey & Hayes  ATCC 30137 b wator, USA AX (o)
A
1 TS  Pussard 1964b AP ATCC 30138 sod, France AX (rawe)
LC A tubsasty 1 T8 Lowis & Sawyer 1979 0C-15C ATCC 30867 frostrwator, USA
LAl
A byecsl 1 8 Qvamstrom et sl 2013 COCVE21  ATCC PRA-411 GAE, USA GAE
T
unnamed 1 7 Nuprasort ot of. 2010 freshrantor, Thadand
T4
A cstelans 2 A Douglas 1930 Castottan ATCC 50374 = 30011 yoast culture, UK
A T4
lugdunenss 2 A Pussard & Pons 1977 L3a ATCC 50240 swimming poct, France A% O
T4
A quna 2 A Pussard & Pons 1977 Vi3 ATCC 50241 swimmang poct, France A
A T4
devionensis. 2 D Pussard & Pons 1977 AA2 ATCC 50238 sod, France ~
T4
- A echewlata 1 D Pussard & Pons 1977 ATCC 50239 compost, France
- A T4
Mauntansensis 2 D Pusserd & Pons 1977 1652 ATCC 50253 scd, Morocco
e A
paradvionons T4
s 2 D Pussard & Pons 1977 AAY ATCC 50251 sod, France
T4
A Mysodes 2 D Sngh 1952 Singh ATCC 30973 sod, UK
L] T4 ATCC 30684, CCAP AX
A royreba 3 D  Wilaertet ol 1978 Oak Riddge 15017 human issue cultre
A T4
nanguians 2 F  Pussard & Pons 1977 SH621 ATCC 50254 human feces. France A
T4 CCAP1501/3a; ATCC AX
A polyphaga 2 E  (Puschiarew) Page 1967 Page-23 30871 freshwator, USA
T4
= A teencols 2 G Pussard 1964a ATCC 30134 sod, France
A ggantea 2 - Schwnaollor 1954 25-340-MX ATCC 50670 So8 wator
A sohi 3 - ¥n & Shin 2003 M4 - freshvaator Ssh, South
Koroa
A gritses 2 T3 Sewyer 1971 s7 ATCC 30731 beach botiom, USA AX
SOWage dump, Allantc
A poarcel 2 T3  Nerad ot o 1695 2061 ATCC 50435 Ocean AX
™
A hatchotti 2 1 Sawyorots 1977 BH-2 ATCC 30730 brackesh wator, USA AX
A T
SLOVONSON 2 1 Sawyor ot & 1993 RB-F-1 ATCC 503838 shollfish bods, USA
A Resch AC- CCAP 154711, ATCC
palostinonsis 3 T2 Roch 1635 014 0870 sod, Isract
A pustdosa a T2 Pussarcs & Pons 1977 Gela ATCC 80282 wwimming pool, France
25
unnamed 3 T6 Stothard ot ol 1998 2802 ATCC 50708 Saimening pool, France AK
A T1  Sawyor ot of 1992. Howett ot
o 3 5 al200 318 ATCC 30732 marine sodiment, USA  AK
T2
unnemed nd 2 prosont study unknown unhnown unknown
A Tt
2 9  Comaro ot ol 2015 BRO2 bromoka loaf, Brasl
Tt Hom ot o 1050, Howett ot o human comoal saraging,
unnamed 2 3 2003 uwces ATCC PRAS USA AX
T
unnamed 2 6 Corsaro & Venam 2010 ovX freshwater, Italy AK (raro)
A T
cuibortson 3 0  Singh & Das 1970 Lally At ATCC 3011 human ool culture GAE, AK
A T cOC: 1283V
! 3 2  Moura ot al 1662 013 ATCC 30866 GAE, USA GAE
T
unnamed 3 4 Gast 2001 stock, Pakastan
COC.0981V
unnamed 2 T Gostotol 1956 ATCC 80454 GAE, USA GAE, Di
T2 Fuorst ctal 201%5; Corsaro ot
unnamed 2 0 ol 2015 CDC V459 ver, toucan o
A lonticusta AX,DF,
3 TS5  Molet & Ermolief?-Broun 1976 PDZS ATCC 30841 Saimening pool, France GAE
A owrik T2 Toets 2016 Cosacoet ol
2 1 2017 CR15 CCAP1501/19 joaf Wter, Costa Rica

GT: Gendtipo; MG: Grupo morfoldgico. Fonte: CORSARO, 2020.

2.3 INFECCOES ASSOCIADAS Acanthamoeba spp.

humanos,

O género Acanthamoeba é conhecido por causar algumas doencas em

incluindo

EAG,

lesbes

cutaneas

e

sinusites

em pacientes

imunocomprometidos e CA em pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes,
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principalmente usuarios de lentes de contato (FANSELOW; SIRAJUDDIN; YIN;
HUANG et al., 2021; MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003).

2.3.1 Les®es cutaneas e infec¢cdes nasofaringeas

As lesBes cutdneas e infeccbes nasofaringeas sao geralmente
manifestacbes iniciais de infeccdo por Acanthamoeba spp. em pacientes
imunocomprometidos e prenuncio de disseminacdo desse protozoario. A infeccao
nasofaringea ocorre apés a entrada da ameba pela cavidade nasal. Em contrapartida,
a lesdo cutanea se manifesta como nodulo subcuténeo violaceo e adjacente a uma
lesdo cutanea ulcerativa precoce. Em estagio avancado de infeccéo, esses nodulos
progridem para ulceras que nao cicatrizam (DUARTE; SATTAR; GRANWEHR,;
ARONSON et al., 2006; KROL-TURMINSKA; OLENDER, 2017).

2.3.2 Encefalite amebiana granulomatosa (EAG)

A EAG é uma doenca progressiva rara do sistema nervoso central (SNC),
muitas vezes fatal. Acomete principalmente pacientes imunocomprometidos, como
pessoas infectadas com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pessoas
transplantadas, com diabetes, com lGpus eritematoso sistémico e aquelas fazendo
tratamento de cancer (KALRA; SHARMA; SHYAM; TEJAN et al., 2020). Todavia, a
EAG também ja foi relatada em pessoas imunocompetentes (SUTCU; AKTURK;
GULUMSER-SISKO; ACAR et al., 2018). Mais recentemente, foi observado caso de
EAG em paciente imunocompetente apos infeccao por SARS-CoV -2 (SIRIPURAPU;
SAMAD; FATIMA; WIG et al., 2021).

Sugere-se que a via de infeccéo ocorre apds a entrada por lesédo cutanea
ou trato respiratério, levando a invasdo das amebas pelos vasos sanguineos
alveolares, seguido pela disseminacdo hematogénica. Através da barreira
hematoencefalica, acontece a entrada de Acanthamoeba spp. para o0 SNC. Os
sintomas de EAG sao parecidos com outras doencas do SNC por virus, bactérias e
fungos. Entre as doencas que podem ser semelhantes e trazem confusdo no
diagndstico, estdo as meningites bacteriana, tuberculosa ou viral, pois os sintomas
iniciais sdo dor de cabeca, nausea, irritabilidade, tontura e febre baixa. Os sintomas

durante a infec¢cdo podem variar desde cefaleia, febre, alteragcbes comportamentais,
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hemiparesia, letargia, rigidez do pescoco, agitacdo, afasia, ataxia, vomitos, nauseas,
paralisia dos nervos cranianos, aumento da pressao intracraniana, até convulsdes e
coma (KALRA; SHARMA; SHYAM; TEJAN et al., 2020; MARTINEZ; VISVESVARA,
1997; SIDDIQUI; KHAN, 2012).

O diagnostico é feito a partir de amostras coletadas durante a cirurgia ou
pos-mortem. Geralmente, compreende lesdes de pele da face ou extremidades,
biépsia de seio ou pulméao, e bidopsia de tecido cerebral. O exame microscopio para
achados celulares e exames de imagem do cérebro, como a tomografia
computadorizada e a ressonancia magnética, sao opcdes disponiveis para fazer o
diagnéstico. Outras alternativas incluem o cultivo da ameba em meios axénicos e
técnicas moleculares como a PCR (KALRA; SHARMA; SHYAM; TEJAN et al., 2020).

2.3.3 Ceratite amebiana (CA)

A CA é uma infeccdo da cOrnea rara e grave, causada pela espécie
Acanthamoeba. Essa infeccdo é dolorosa, dificil de diagnosticar e tratar, podendo
levar a cegueira ou até enucleacdo. O risco da cegueira estd associado com a
formacao de cicatrizes e ulceracfes da cornea, ocasionados por macica lesao ocular
(COPE; COLLIER; SCHEIN; BROWN et al., 2016; DE LACERDA,; LIRA, 2020).

A maioria dos casos relatados € de imunocompetentes que fazem uso de
lentes de contato (SZENTMARY; DAAS; SHI; LAURIK et al., 2019). Contudo, também
se manifesta em pacientes ndo usuarios de lentes de contato (JAIN; GARG;
MOTUKUPALLY; GEARY, 2015). Essa infeccdo normalmente afeta apenas um olho,
mas ja foram relatados casos de ceratite bilateral (COPE; COLLIER; SCHEIN;
BROWN et al., 2016; DART; SAW; KILVINGTON, 2009; VISVESVARA; MOURA,
SCHUSTER, 2007). A utilizacdo de 4gua da torneira, solucao de limpeza para lentes
contaminadas e estojo de armazenamento higienizados de forma inadequada sao
praticas que contribuem para a infeccao ocular por Acanthamoeba spp. (BUCHELE;
WOPEREIS; CASARA; DE MACEDO et al., 2018).

A progressédo da CA consiste em duas fases principais: a fase inicial, na
qual ocorre a infiltracéo limitada ao epitélio corneano; e a segunda fase, em que a
ameba invade o estroma subjacente. Quando no estroma, ocorre elevado dano na

matriz de coladgeno, provocando intensa inflamac¢do no local. Sendo assim, o
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diagndstico e o tratamento precoce sdo importantes, pois apresenta melhor resultado
e sucesso terapéutico. Os trofozoitos de Acanthamoeba podem sofrer encistamento
pela influéncia de macrofagos, podendo entdo esses cistos representarem risco de
recidiva das lesbes dos pacientes tratados anteriormente (FANSELOW; SIRAJUDDIN;
YIN; HUANG et al., 2021).

Os sintomas da ceratite amebiana levam dias ou semanas para
aparecerem, consistem no desconforto, hiperemia conjuntival, sensacdo de corpo
estranho, edema, lagrima hiperativa, visdo turva, diminuicdo da visédo, fotofobia e
intensa dor ocular. A dor esta diretamente associada ao processo inflamatério e ao
grau em gue 0s nervos da coOrnea estdo afetados. O atraso no diagnostico pode
acometer a visao do paciente a medida que a infeccdo aumenta. O diagnéstico pode
ser dificultado pelo fato dos sintomas descritos também serem comuns em outras
infeccbes por fungos, bactérias e virus. Todavia, 0s sinais mais comuns da CA sao
infiltracdo em forma de anel devido ao processo inflamatério no estroma, erosdes
epiteliais pontilhadas, opacidade subepitelial e perineural, hiperemia conjuntival e
lacrimejamento (Figura 4). A medida que a infeccéo progride, podem ser observados
outros sinais como: neovascularizacao, cicatrizes, inflamacao central causando perda
da visao, Ulceras e esclerite. A sensibilidade da cornea diminui durante o processo
inflamatorio, com isso, os trofozoitos invadem os nervos da cornea, ocasionando
neurite e necrose. Em alguns casos raros, a CA pode produzir catarata, dacrioadenite
e glaucoma (DE LACERDA; LIRA, 2020).

Os fatores de risco mais comuns relacionados com a CA séo: uso de lentes
de contato e trabalho com agricultura. Nos dois casos, necessita-se de uma lesdo
prévia da cornea para ocasionar a infec¢éo por Acanthamoeba spp. (DE LACERDA;
LIRA, 2020).
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Figura 4 -Ceratite amebiana por Acanthamoeba spp.

Infiltrado neutrofilico ocasionado pela infecgdo por Acanthamoeba spp, Painel a) Mostra inicio da
formacdo de um anel; Painel b) A seta apresenta pontos de infiltrado denso na lesdo da cérnea.
Fonte: BUCHELE et al., 2018

O diagnostico da CA é necessario sempre que haja manifesta¢des clinicas.
A suspeita clinica especifica e diagnéstico precoce sdo essenciais para evitar
desfechos desfavoraveis a satude do paciente, evitando a ocorréncia de danos sérios
a cornea e a visdo (FANSELOW; SIRAJUDDIN; YIN; HUANG et al., 2021). Como
métodos de diagndstico, pode-se citar a microscopia confocal in vivo, que permite o
encontro de cistos e tem sensibilidade de 90% (CHOPRA; MULHOLLAND; HAU,
2020). A PCR é outro método para diagnosticar CA, esse método é feito utilizando-se
amostras de raspagem da cdrnea (epitélio) e de biopsia da cérnea, além de estojo de
lentes de contato e solucdo de limpeza. Outros métodos sé@o a cultura in vitro e a
andlise histopatoldgica da biopsia (SZENTMARY; DAAS; SHI; LAURIK et al., 2019).

2.3.4 Tratamento das infec¢cdes por Acanthamoeba spp.

A terapéutica atual para as varias infeccdes por Acanthamoeba é
inespecifica, na maioria das vezes, sao utilizados farmacos em associa¢cao com intuito
de melhorar o resultado do tratamento pela atuagdo sinérgica (ELSHEIKHA;
SIDDIQUI; KHAN, 2020). Com uma taxa de letalidade em torno de 70%, o tratamento

em prol de lesdes cutaneas tem-se demonstrado melhor com combinagbes de
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anfotericina B, isetionato de pentamidina, gluconato de clorexidina, 5-fluorocitosina,
fluconazol, itraconazol, cetoconazol, azitromicina, sulfadiazina e pirimetamina, em
caso de sinusite acrescenta-se o desbridamento dos seios da face (RICE; COLON;
CHEN; HULL et al., 2020). Por outro lado, a EAG compreende uma taxa de
mortalidade em torno de 90%, atualmente, o tratamento compreende a mistura de
quimioterapicos combinados, incluindo antifingicos azdlicos (clotrimazol, miconazol,
cetoconazol, fluconazol, itraconazol ou voriconazol) e outros medicamentos como
anfotericina B, flucitosina, caspofungina, pentamidina, hidroxistilbbamidina, 5 -
fluorocitosina, azitromicina, rifampicina, sulfametoxazol-trimetoprim, sulfadiazina,
cloranfenicol, paromicina e polimixina, mais recentemente foi incluida a miltefosina
(RICE; COLON; CHEN; HULL et al., 2020).

A abordagem terapéutica atual da CA é inespecifica e com alto grau de
toxicidade ocular (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015). O protocolo
de tratamento depende da gravidade da doenca e do estagio da infeccdo. A opcao de
terapia combinada é bem aceita, porém, nem todos os farmacos séo efetivos contra
ambas as formas, isto &, contra cistos e trofozoitos, como também aos diferentes
genotipos de Acanthamoeba spp. (DE LACERDA; LIRA, 2020). Comumente, o
tratamento envolve o uso de biguanidas (clorexidina 0,02% ou polihexametileno
biguanida), diamidinas (isetionato de propamidina 0,1% e hexamidina) e antifingicos
azollicos. As biguanidas agem na membrana plasmatica da ameba, causando danos
a membrana, lise e morte. J4 as diamidinas atuam interrompendo a biossintese de
proteinas e acidos nucleicos (ELSHEIKHA; SIDDIQUI; KHAN, 2020).

O regime de terapia atual sugere o uso dos medicamentos a cada uma hora
durante 48 horas, seguido por interrupcdo da dosagem noturna por dois dias e
concluindo por 3-4 semanas de tratamento a cada duas horas (RICE; TROTH;
RUSSELL; KYLE, 2020). Apesar de relatos que mostram a eficacia da clorexidina e
da propamidina contra cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp., essas opc¢oes
terapéuticas sao responsaveis por alguns efeitos adversos, incluindo a ceratopatia
toxica, aumento da presséo intraocular e o acréscimo da inflamacao (DART; SAW,
KILVINGTON, 2009; LIM; GOH; BUNCE; XING et al., 2008; LORENZO-MORALES;
KHAN; WALOCHNIK, 2015; LORENZO-MORALES; MARTIN-NAVARRO; LOPEZ-
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ARENCIBIA; ARNALICH-MONTIEL et al., 2013; UEKI; EGUCHI; OOGI; SHIOTA et
al., 2009).

As espécies de Acanthamoeba apresentam-se resistentes as opcoes
terapéuticas disponiveis, muitos dos farmacos sao ativos contra os trofozoitos, mas
poucos sdo ativos contra o0s cistos, principalmente por sua dupla parede. Sendo
assim, faz-se necesséaria a pesquisa de novas opcdes terapéuticas mais eficazes
contra esse protozoario, principalmente em seu estagio de cisto (ANWAR; KHAN;
SIDDIQUI, 2018).

Com base nos desafios associados ao tratamento de infeccdes
acanthamebianas, esforcos precisam ser feitos para desenvolver e testar
medicamentos que atuam em varios alvos e funcdes (Figura 5) (ELSHEIKHA;
SIDDIQUI; KHAN, 2020).

Figura 5 - Potenciais alvos de acao na Acanthamoeba spp.
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A figura acima mostra os principais alvos que podem sofrer acdo de medicamentos utilizados no
tratamento de infec¢Bes por Acanthamoeba spp. Fonte: ELSHEIKHA; SIDDIQUI; KHAN, 2020.
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Véarios medicamentos e compostos ja foram pesquisados e testados contra
as infeccbes por amebas de vida livre. Os anti-sépticos acriflavina e proflavina
comprometem a bicamada lipidica e a integridade da membrana agindo apés se
ligarem as membranas nuclear e celular (ELSHEIKHA; SIDDIQUI; KHAN, 2020).

Os analogos de fosfoliidios suprimem a biossintese de fosfolipidios,
rompendo as membranas celulares e gerando uma sinalizacéo intracelular que induz
a apoptose (ROBERTS; HENRIQUEZ, 2010). Em contrapartida, a triagem in vitro de
derivados dos compostos heterociclicos 1H-benzimidazol e 1H-benzotriazol, e seus
analogos N-alquilados contra A.castellanii identificou 5,6-dimetil-1H-benzotriazol e
5,6-dibromo-1H-benzotriazol como mais cisticida que a clorexidina (KOPANSKA;
NAJDA; ZEBROWSKA; CHOMICZ et al., 2004). A polimixina B e polimixina E atuam
na membrana plasmética, possuindo efeitos contra trofozoitos e cistos in vitro, mas a
limitacdo ao tratamento acompanha a nefrotoxicidade causada por esses
medicamentos (ELSHEIKHA; SIDDIQUI; KHAN, 2020).

Os macrolideos apresentam ac¢éao inibindo a traducéo de proteinas, sendo
que a rokitamicina ja apresentou efeitos contra amebas (ELSHEIKHA; SIDDIQUI;
KHAN, 2020; MATTANA; BIANCU; ALBERTI; ACCARDO et al., 2004). Por outro lado,
os antifingicos azdlicos atuam na sintese de ergosterol pela inibicdo da enzima C-
14a desmetilase dependente de CYP, que auxilia na conversao de lanosterol em
ergosterol (THOMSON; RICE; ZHANG; EDRADA-EBEL et al., 2017).

2.4 BUSCA DE NOVOS FARMACOS

Apesar dos avancos na descoberta de novos farmacos para outros
microrganismos, quando se fala das infeccdes humanas causadas por amebas de
vida livre, poucos estudos séo realizados. Contudo, nos ultimos anos ocorreu aumento
no interesse na busca de novas opc¢Oes terapéuticas contra as infeccdes
acanthamebianas. Alguns fatores podem ser citados para esse aumento na busca de
terapias contra esse protozoario, como 0 surgimento de cepas resistentes, a
dificuldade na eliminacéo de cistos, a alta taxa de mortalidade em infec¢des cerebrais,
a necessidade de transplantes e perda da visdo em casos de ceratite amebiana.

O reposicionamento de farmacos é uma estratégia promissora para a busca

de novos medicamentos eficazes contra trofozoitos e cistos de Acanthamoeba spp.,
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com maior seletividade para o patdégeno sobre o hospedeiro infectado, evitando
reincidéncia de casos, além de diminuir o efeito toxico e melhorar a qualidade de vida
dos pacientes (SHING; SINGH; PODUST; MCKERROW et al., 2020). (ELSHEIKHA,
SIDDIQUI; KHAN, 2020).

Farmacos ja existentes e que podem apresentar atividade em
Acanthamoeba spp. podem progredir para ensaios clinicos randomizados e,
consequentemente, serem utilizados no tratamento de infec¢cées causadas por essa
ameba (ELSHEIKHA,; SIDDIQUI; KHAN, 2020).

Alguns estudos ja utilizaram essa abordagem na intencdo de descobrir
compostos e redireciona-los para o tratamento de Acanthamoeba spp. Na pesquisa
feita por Sifaoui e colaboradores (2019), 400 compostos presentes na Pathogen—Box®
foram triados quanto a sua atividade citotdxica para A. castellanii Neff (ATCC30010).
No entanto, apenas 16 compostos mostraram efeito amebicida. Ja Rice e
colaboradores (2020b) utilizaram para a triagem 400 compostos presentes ha MMV
Pandemic Respone Box® e as espécies de Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri
e A. castellanii. No trabalho, 14 compostos apresentaram efeito contra a A. castellanii.
Outro estudo importante de reposicionamento de farmacos foi também realizado por
Rice e colaboradores (2020a), 12.000 compostos presentes na biblioteca Calibr
ReFRAME foram triados em Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri e

Acanthamoeba castellanii. Destes, 12 compostos mostraram potencial amebicida.

2.5 COVID-BOX®

A Covid-Box® é uma ferramenta criada por diversos pesquisadores com a
intencéo de disponibilizar gratuitamente 160 compostos ou medicamentos, todos eles
com atividade prevista ou conhecida contra o virus SARS-CoV-2.

Ainda néo foi utilizada a Covid-Box® na intencdo de descobrir compostos
contra Acanthamoeba. Contudo, ela ja foi empregada por Choi e colaboradores (2021)
para avaliar sua atividade sobre a endoribonuclease SARS-CoV-2 nspl5, com intuito
de identificar moléculas que pudessem inibir a atividade viral (CHOI; ZHOU; SHEK;
WILSON et al., 2021; RICE; TROTH; RUSSELL; KYLE, 2020; SIFAOUI; REYES-
BATLLE; LOPEZ-ARENCIBIA; CHIBOUB et al., 2019).
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3 JUSTIFICATIVA

Infeccbes ocasionadas por Acanthamoeba spp. além de se mostrarem
fatais, como a encefalite amebiana granulomatosa, variando a taxa de mortalidade em
torno de 90%, também pode causar traumas irreversiveis, como no caso da ceratite
amebiana. As opcdes terapéuticas para infeccbes por Acanthamoeba spp. séo
inespecificas, e na maioria das vezes utiliza-se medicamentos em combinacéo. Por
outro lado, a resisténcia cistica e os efeitos toxicos gerados limitam o processo de
cura. Neste contexto, a busca por novos farmacos € de grande importancia, visando
melhorar a terapéutica das infecgcbes por Acanthamoeba spp. Neste sentido, o
presente estudo realizou a triagem de compostos pelo Covid-Box®, visando encontrar
compostos com boa acdo amebicida contra uma cepa de origem clinica (genoétipo T4),

visando selecionar moléculas com atividade anti-acanthamebiana.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade anti-Acanthamoeba de compostos presentes no Covid-
Box® na busca de novas opcdes terapéuticas para a ceratite amebiana e infeccdes

disseminadas causadas pelo género Acanthamoeba spp.

4.2 Objetivos especificos

v Realizar a triagem da atividade anti-trofozoitos de Acanthamoeba
castellanii T4 (ATCC 50492) de compostos presentes no Covid-Box®

v Selecionar compostos ativos e avaliar a curva concentracao-

resposta.

v Avaliar a citotoxicidade dos compostos selecionados em células

de coérnea.
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5 METODOLOGIA

5.1 PREPARACAO DE COMPOSTOS FORNECIDOS NO COVID-BOX®

Os compostos presentes no Covid-Box® e oriundos da Medicines Malarie
Venture foram preparados a partir da diluicdo da placa estoque de 10 mM e diluidos
em 100% de dimetilsulféxido (DMSO). A concentracdo final para a realizacdo das

triagens apos as diluicdes foi de 10 uM em 0,1% de DMSO.

5.2 TRIAGEM DOS COMPOSTOS DA COVID-BOX® E SUA ATIVIDADE BIOLOGICA
EM TROFOZOITOS DE ACANTHAMOEBA.

Aproximadamente, 8x10° trofozoitos/mL foram incubados em placas de 96
pocos com os compostos da Covid Box® na concentracdo de 10 uM. A lista dos
compostos presentes na Covid-Box® e utilizados neste estudo estédo listados na
Tabela 1. A avaliacdo da atividade antiamebiana dos compostos em Acanthamoeba
spp. foi realizada utilizando o alamarBlue®. O alamarBlue® é um indicador de
viabilidade ou morte celular que depende diretamente da mitocéndria celular para agir.
Simplificadamente, a resazurina (azul) presente no alamarBlue® é convertida em
resorufina (vermelho) pelas mitocéndrias de células viaveis.

Para os experimentos, as placas foram incubadas a 30 °C durante um
periodo de 24 horas e, oito horas antes de finalizar o periodo de incubacéao, foi
adicionado 10% do volume final do poco de alamarBlue®. Posteriormente, ao término
do periodo de incubacao, realizou-se a leitura por fluorescéncia nos seguintes
comprimentos de onda: 530 nm de emissdo e 615 nm excitagdo. Como controle
negativo, foi utilizado DMSO 0,1% em meio proteose peptona extrato de Levedo e

glicose (PYG), e ele foi considerado como 100% de viabilidade.
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Tabela 1 - Lista dos compostos presentes no Covid-Box®

Compostos Placa A

Compostos Placa B

A2 - Niclosamida

A3 - Lusutrombopag

Ad - Bermncentinibe
AB-OND 5334
AG - Remdesivir

AT - N-Desethylamadiaguine

A% - Ciclesonida
AD - Melfinavir
A10 - Etaverina
£11 - Ritonavir

B2 - Clorprimazina
B2 - Apilirmod

B4 - Regorafenibe
BS - Pexidartanibe
BE - Cetoconazol
B7 - Drotaverina
BE - WVerapamil
BR-R 7112

B10 - Atazanavir
B11 - Ruxolitinibe
Z2 - Papaverina
23 - GEK-308794
24 - Caclatazwr
25 - Lonafarmice
28 - l{raconazol
o7 - GSK 283

Z& - Tioguanina
22 - Tomivosartibe
A0 - Ly 2228820
Z11 - Tigeciclina
D2 - Digoxina

03 - Amodiagquing
04 - Astemizol

D3 - Halofantrina
D& - Ravuconazal
07 - Tizoxanida

D8 - Acido Valprdico

D% - Simeprevir
010 - Favipirawir
011 - Vidofludimus

EZ - Hidroxiprogesterona
E3 - Mafamostate
E4 - Amuvatinibe
ES - Doxicidina
ES - Emstina

ET - Triparanol

E& - Clamipramina
ED - Sofosbuvir
Ei0 - Camostat
E11- SMN-C3

F2 -\falsartana

F3 - Amiodarona
F4 - Ciclosporina
F5 - lvermactina
Fd - Indomefacina
F7 - Captopnil

Fd - Ribavirina

F3 - Sorafenibe
F10 - 8BT 238

F11 - Hidrosgiclzroquina
52 - Benzafropina
33 - Manidipino
G4 - Almitrina

35 - Mitazoxanida
G0 - MK-2208

&7 - Terconazol
38 - Midostaurina
38 - Ferroguina
G10 - BAX-187
11 - Abemacicli
H2 - Pevaonedistate
H3 - Tetrandrina
H4 - Lapinavir

H3 - Imatinibe

Hi - Flufenazina
H7 - Haloperidal
HE - Ozanimod

H% - Loratadina
H10 - Posaconazol
H11 - Pironariding

A2 - Fluspirilena
A3 - Tetraciclina
Ad - Tarsmifeno
AF - Doxorubicing
A6 - Rapamicina
AT - Ponatinibe

Al - Migalastat

AD - Berbamine
A10 - Metformina
A11 - Fluconazaol
BZ - Lumnefantrina
B2 - Anidulafungina
B4 - Hanfangchin B
B - Entacapona
BE - Tietilperazing
BT - Tacralimus

BE - Dakbrafenibe
BE - Dapivirina{a)
B10 - Acido micofzndbzo
B11 - Tenofovir

Z2 - Silmitasenib
Z3 - Oxiclozanida
Z4 - Digitoxina

235 - Clormidazeol
28 - Proscillaridina
7 - Dutacatib

8 -PB 28

24 - Baricitinibe
Z10 - Eszopiclona
C11 - (+) Mefloguina
02 - Salinomiczing
D3-J21

D4 - RV 208

03 - Osimerinibe
08 - Cloperasting
07 - Clemastina

D2 - Merimepodib
D3 - E 52862

010 - Doraviring
011 -Cicloheximida

EZ - Umnifenovir
E3 - MRT G601
E4-PD 144418
Ef - (R5}-PRCC
Ef - A73451

ET - ZINC432d714
E& - Lozartana

EE - Nifedipina
E10 - Anagliptina
E11 - Desmetiferroguina
F2 - Nebivaolal

F3 - Aprepitanio
F4 - Danusertt

F3 - Apremilast

Fa - (-] Anisomicina
F7 - |delalisio

Fa - Carifenacina
F3 - Spactinomicina
F10 - Oxatomida
F11 - Prometazing
G2 - Veliparib

33 - Celepogibe
34 - Cabozantinib
35 - Selumetinibe
34 - Boriezomibe
7 - Pimozida

38 - Serfindaol

38 - Boceprevir
310 - Valdecoxibe
311 - Paroxetina
H2 - Darunavir

H3 - Breguinar

H4 - Celanzomib
H3 - Celavirding
Hi - Indinavir

HY - Abscavir

H3 - Cloratiazida
H& - Apaban

H10 - Naphtoguine
H11 - Piperaguina

Estruturas moleculares e outras informacdes, disponivel em: https://www.mmv.org/mmv-open/covid-

box/covid-box-supporting-information. Fonte: Autor.

34




5.3 AVALIACAO DA CURVA CONCENTRACAO-RESPOSTA

Para estes ensaios, 8x10° trofozoitos/mL foram incubados em placas de 96
pocos. Os farmacos ciclesonida e a prometazina foram testados nas concentracdes
de 20, 15, 10, 5 e 2,5 pM. A viabilidade dos trofozoitos foi avaliada utilizando o
alamarBlue®.

As placas foram incubadas a 30 °C durante um periodo de 24 horas e, oito
horas antes de finalizar o periodo de incubacao, e foi adicionado 10% do volume final
do poco de alamarBlue®. Posteriormente, ao término do periodo de incubacéo,
realizou-se a leitura por fluorescéncia nos seguintes comprimentos de onda: 530 nm
de emissédo e 615 nm excitacdo. Como controle negativo, foi utilizado DMSO 0,1% em

meio PYG, e ele foi considerado como 100% de viabilidade.

5.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS SELECIONADOS
FRENTE CELULAS SIRC

As células de cornea de coelho (SIRC — ATCCC® - CCL 60) foram mantidas
em garrafas de 75 cm2 em meio de cultivo RPMI suplementado com 2 mM de
glutamina, 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético (penicilina e estreptomicina),
incubadas a 37° C em atmosfera de 5% de CO2.

Em placas de 96 pocos, foram semeadas 5x10° células SIRC/poco e
incubadas por 24 horas. Apds, as culturas foram tratadas na concentracédo de 10 uM
dos compostos selecionados na Covid-Box® e incubadas por 24 h a 37 °C e 5% de
CO2. Como controle negativo foi utilizado meio RPMI, como controle de viabilidade foi
utilizado meio RPMI com DMSO 0,1% e como controle positivo foi utilizado clorexidina
a 10 uM.

Para avaliagcdo da citotoxicidade foi utilizado o ensaio de MTT 0,5 mg/mL
(3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo de difeniltetrazélio). O MTT auxilia na
determinacdo de células viaveis, apds a conversdo de MTT soluvel em agua em
formazan insollvel, a leitura pode ser realizada ap0s a solubilizagéo do formazan com

DMSO. A leitura foi realizada pelo espectrofotdbmetro em comprimento de onda de
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540 nm. Os resultados obtidos foram expressos como porcentagem de células viaveis,

meédia e desvio padrao das triplicatas.

5.5 PROMETAZINA E CICLESONIDA

A ciclesonida é um pré-farmaco inalatorio, corticosteroide néo halogenado,
sintético, com atividades anti-inflamatorias que € convertida por esterases locais em
seu metabdlito ativo desisobutiril-ciclesonida (PUBCHEM.COM, 2021). A ciclesonida
€ um pro-  farmaco glicocorticoide inalatorio, que € ativado em contato com as
esterases presentes no pulmédo. Ele € um medicamento utilizado no tratamento de
rinite alérgica e asma (SCHAFFNER; SKONER, 2009). A prometazina € um composto
aromatico policiclico que contém um grupo fenotiazina, constituindo de dois anéis de
benzeno unidos por um anel para-tiazina (BAIG; KATYARA; RAJABALI; KHALEEQ et
al., 2019). Ela age como antagonista da histamina nos receptores H1 e é usado
como anti-histaminicos em humanos para varias doencas como urticaria, conjuntivite
alérgica e rinite alérgica. Adicionalmente, a prometazina atua como agente
antimuscarinico, antiserotonérgico, antidopaminérgico, antihistaminérgico e também
age como antagonista da calmodulina (CaM) (BAIG; KATYARA; RAJABALI,
KHALEEQ et al., 2019). A estrutura da ciclesonida e prometazina estéo representadas
na Figura 6.

Figura 6 - Estrutura quimica da ciclesonida e prometazina.
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Estrutura quimica prometazina (Painel A) e ciclesonida (Painel B). Fonte: Autor
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Para realizacdo da andlise estatistica, foi utilizado o programa
GraphPadPrisma 5.0. Os dados foram apresentados como média e desvio padréo, e
foi utilizado o teste de andlise de variancias de uma via (ANOVA de uma via) com pos-
teste de Turkey. O nivel de significancia adotado para os ensaios foi definido como
P<0,05. A avaliacao do perfil de inibicado dos compostos foi realizada em comparacgao

ao controle negativo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-TROFOZOITICA DE COMPOSTOS
PRESENTES NA COVID-BOX®.

A Covid-Box® é uma ferramenta que foi criada pela Medicines for Malarie
Venture com o objetivo de encontrar novos farmacos que possam atuar contra o virus
SARS-CoV-2. Para este estudo, os 160 compostos presentes na Covid-Box® foram
avaliados em trofozoitos de A. castellanii T4 (ATCC 50492) na concentracdo de 10
UM, apds incubacédo de 24 horas.

Os resultados obtidos sédo demonstrados nas Figuras de 7 a 10. Nota-se
que apenas dois compostos mostraram ter acao significativa em trofozoitos, séo eles:
A8 (Figura 8) e F11 (Figura 10).

Pode-se perceber que muitos compostos apresentaram desvio padréo
muito alto. Isso pode ser explicado pelo fato do congelamento/descongelamento
constante da placa pode levar a instabilidade dos compostos (VENTURE, 2020).

Figura 7- Viabilidade de trofozoitos dos primeiros 40 compostos da placa A (A2 a
H6).
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Compostos (10uM)

Ensaio de viabilidade de cepa ATCC50492 apds incubacdo por 24 h com 10 uM de compostos
presentes no Covid-Box®. C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em meio PYG. *Valor de P<0,05
comparado com o controle negativo (ANOVA de uma via e pés-teste Turkey). Fonte: Autor
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Figura 8 - Viabilidade de trofozoitos dos 40 compostos restantes da placa
A (A7 a H11).
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Ensaio de viabilidade de cepa ATCC50492 apds incubacgdo por 24 h com 10 pM de compostos
presentes no Covid-Box®. C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em meio PYG. *Valor de P<0,05

comparado com o controle negativo (ANOVA de uma via e pds-teste Turkey). Fonte: Autor

Figura 9 - Viabilidade de trofozoitos dos primeiros 40 compostos da placa B (A2 a
H6).
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Ensaio de viabilidade de cepa ATCC50492 apds incubagdo por 24 h com 10 pM de compostos
presentes no Covid-Box®. C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em meio PYG. *Valor de P<0,05

comparado com o controle negativo (ANOVA de uma via e pés-teste Turkey). Fonte: Autor
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Figura 10 - Viabilidade de trofozoitos dos 40 compostos restantes da placa A (A7 a
H11).
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Ensaio de viabilidade de cepa ATCC50492 apds incubagédo por 24 h com 10 pM de compostos
presentes no Covid-Box®. C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em meio PYG. C+: clorexidina. *Valor de
P<0,05 comparado com o controle negativo (ANOVA de uma via e pés-teste Turkey). Fonte: Autor

Os compostos A8 (ciclesonida) e F11 (prometazina) mostraram-se ativos
em trofozoitos, com diminui¢do da viabilidade de 35,01 £ 5,09 % e 34,66 + 5,16 %
respectivamente. Na andlise microscopica, 0s pocos contendo ciclesonida e
prometazina apresentaram diminuicdo no numero de trofozoitos em comparacéo ao
controle negativo, com vacuolizacdes e com grande emissao de acantopddios. Além
de restos celulares e sem inducéo da formacao de cistos.

A ciclesonida €& um pré-farmaco inalatério, corticosteroide nao
halogenado, sintético, com atividades anti-inflamatérias que €& convertida por
esterases locais em seu metabdlito ativo desisobutiril-ciclesonida. A Acanthamoeba
spp. apresenta expressao de esterases, sendo assim podemos pensar que o
mecanismo de atividade do medicamento nesse protozoario esta relacionado com o
metabolito ativo desisobutiril-ciclesonida, podendo ele agir frente aos trofozoitos.
Sendo assim, outros estudos sd0 necessarios para avaliar o real efeito sobre as
amebas. O papel dos corticocorticoides tdépicos € controverso no tratamento das
infeccbes acanthamebianas. O estudo in vivo feito por Mcclellan e colaboradores

(2001) mostrou que os corticosteroides apresentaram maior incidéncia, gravidade e
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cronicidade da ceratite. Em contrapartida, alguns estudos in vitro ja foram realizados
frente a Acanthamoeba spp. Dart e colaboradores (2009) acreditam que eles podem
ter papel importante e benéfico no manejo de alguns casos de CA. Por outro lado, um
estudo feito por Rahimi e colaboradores (2015) mostrou que o maior uso de
corticosteroides esta associado com maior duragao no tratamento, mas nao € um fator
significativo em piores resultados visuais. Em contrapartida, Robaei e colaboradores
(2014) associaram os corticosteroides a piores desfechos da doenca. Um estudo feito
por Livingstone e colaboradores (2013) mostrou que a clorexidina pode interagir com
a dexametasona e formar um precipitado amorfo, fato que pode ser explicado pela
clorexidina ser capaz de formar sais quando em associacdo com anions como fosfato,
sulfato e carboxilatos.

O presente estudo demonstrou que a ciclesonida apresenta atividade
contra trofozoitos. O fato dos efeitos negativos ja estudados pelo uso de
corticosterodides tépicos em casos de CA pode estar associado ao uso conjunto de
clorexidina, formando precipitados, aumentando a toxicidade ocular e os danos na
cornea.

Outro composto que apresentou bons resultados na triagem desse trabalho
foi a prometazina, esse composto age como antagonista da histamina nos receptores
H1 e é usado como anti-histaminicos em humanos para varias doencas, como
urticaria, conjuntivite alérgica e rinite alérgica. Adicionalmente, a prometazina atua
como agente antimuscarinico, antiserotonérgico, antidopaminérgico,
antihistaminérgico e também age como antagonista da calmodulina (CaM) (BAIG;
KATYARA; RAJABALI; KHALEEQ et al.,, 2019). O estudo feito por Baig e
colaboradores (2019) mostrou que a Acanthamoeba spp. apresenta CaM parecida
com as dos humanos, caracterizando ser um possivel alvo de acdo desse farmaco no
protozoario, além disso, a prometazina pode exercer possivel antagonismo do
receptor biogénico da amina.

A prometazina também pode causar efeito contra a Acanthamoeba spp. por
mecanismos especificos como o0 antagonismo alostérico dos receptores H1 e M1
muscarinico, dopaminérgico e serotonérgico, que sdo o0s alvos conhecidos da

prometazina em humanos. Além da mudanca de concentracdo de ifons Ca ?* e pelo
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efeito inibitorio da prometazina na CaM (BAIG; KATYARA; RAJABALI; KHALEEQ et
al., 2019).

O reposicionamento de fArmacos se torna uma opg¢ao promissora na busca
de novos farmacos para o tratamento de doencas causadas pelo género
Acanthamoeba. Esse protozoario apresenta-se contendo varios alvos disponiveis,
gue podem sofrer tanto acdo de compostos ja oferecidos, quanto aqueles que ainda
possam vir a ser sintetizados (ELSHEIKHA; SIDDIQUI; KHAN, 2020).

Diante dos resultados obtidos na triagem, a ciclesonida e a prometazina
foram selecionados para fazer a avaliagdo da curva concentracdo-resposta nha

intencao de calcular a IC50 e avaliar citotoxicidade dos compostos a células SIRC.

6.2 Avaliacdo da atividade anti-acanthamoeba da ciclesonida e prometazina

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 11, na qual se pode
observar que a ciclesonida nas concentracdes de 20, 15, 10, 5 e 2,5 uM obteve a
inibicdo amebiana de 46,83 + 3,7%, 41,51 + 2,2%, 36,17 + 0,6%, 35, 69 + 1,2% e 32,92
*+ 1,4%, respectivamente. Por outro lado, a prometazina nas concentracdes de 20,
15,10,5 e 2,5 uM apresentou inibicdo dos trofozoitos de 48,66 + 7,1%, 40,39 + 5,1%,
35,45 + 2,6%, 33,16 + 1,7% e 32,99 + 3,3%, respectivamente.

A clorexidina foi utilizada como controle positivo durante nessa etapa, e
apresentou valores inibitérios da frente a trofozoitos de Acanthamoeba nas
concentracfes de 20,15,10, 5 e 2,5 uM foram de 78,03 £ 5,3%, 55,65 + 3,9%, 51,19 +
5,6%, 46,27 + 1,2% e 39,29 * 3,6%, respectivamente. Observamos que o valor de

IC50 para a clorexidina neste teste esta entre 5 e 10 pM.
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Figura 11 - Avaliacédo da atividade anti-Acanthamoeba da ciclesonida, prometazina e

clorexidina.
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Ensaio de viabilidade de cepa SIRC — ATCCC® - CCL 60 apds incubacao por 24 h com concentragdo
de 10uM de compostos presentes no Covid-Box®. C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em meio PYG.
C+: clorexidina. *Valor de P<0,05 comparado com o controle negativo (ANOVA de uma via e pds-teste
Turkey). Fonte: Autor

Na avaliacdo da atividade anti-Acanthamoeba realizada neste estudo, a
prometazina na concentracdo de 20 pM inibiu 48,66 + 7,1% dos trofozoitos de
Acanthaoeba castellani. No estudo feito por Baig e colaboradores (2019), que utilizou
a Acanthamoeba castellanii (T4), mostrou que, nas concentracdes de 110 uM e 220
UM, a prometazina apresentou efeitos antiproliferativos moderados, ja nas
concentracdes de 880 uM e 1,8 mM o composto inibiu por completo o crescimento
dos trofozoitos de Acanthamoeba apos 24 horas de exposicao.

Outros compostos fenotiazinicos também ja foram testados em outras
amebas de vida livre, incluindo Acanthamoeba spp. Desde 1984, os compostos
fenotiazincos estdo sendo relatados como inibidores de amebas de vida livre
(SCHUSTER; MANDEL, 1984). Um estudo in vitro feito por Mattana e colaboradores
(2004), empregando trofozoitos de A. castellanii, mostrou que a clorpromazina na
concentracéo de 4,8 uM inibiu 100% das amebas. Embora a clorpromazina possa se

acumular no  SNC, tornando-a boa candidata a terapia para amebas que causam
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infeccbes no SNC, seu uso é dificultado pela potencial toxicidade (MATTANA;
BIANCU; ALBERTI; ACCARDO et al., 2004). No estudo feito por Baig e colaboradores
(2013), utilizando a proclorperazina em trofozoitos de A. castellanii, mostrou-se que,
apos 24 horas, a proclorperazina na concentracao de 66,8 UM apresentou boa inibicdo
frente a trofozoitos de Acanthamoeba spp.

A clorexidina € um dos compostos de primeira escolha no tratamento de
ceratite amebiana causada por Acanthamoeba, véarios estudos avaliando a dose-
resposta desse composto j4 foram realizados. No ensaio feito por McBride e
colaboradores, em Acanthamoeba castellanii, mostrou-se que a clorexidina conseguiu
inibir 50% das amebas usando o ensaio colorimétrico alamarBlue® e contagem
manual, respectivamente. Em outro estudo utilizando alamarBlue®, Martin-Navarro e
colaboradores (2008) alcancaram IC50 em trofozoitos de Acanthamoeba castellanii
Neff (ATCC 30010). Por fim, no estudo feito por Ortega-Rivas e colaboradores (2016),
em trofozoitos de A. castellanii Neff (T4) e gendtipo T3, também foi possivel
determinar a IC50, sendo que neste ensaio foi utilizado o ensaio colorimétrico baseado
na coloragdo com sulforhodamina B (SRB).

Podemos observar que a IC50 alcancada pela clorexidina nesse trabalho
(5 e 10 uM), esta proximo daqueles ja reportados na literatura e que ja foram descritos
anteriormente. Percebe-se que, apesar de que muitos estudos ja tenham sido feitos
com intencao de descobrir novos medicamentos  ativos contra Acanthamoeba spp,
a clorexidina permanece tendo a melhor resposta e, consequentemente, continua
sendo usada no tratamento de CA.

O presente trabalho descreve pela primeira vez a acdo anti-Acanthamoeba da
ciclesonida. Apesar do medicamento ser utilizado como por via inalatoria, podem ser
desenvolvidas novas formulagbes que viabilizem a sua utilizacdo em infecdes

causadas por Acanthamoeba spp.

6.3 Avaliacéo da citotoxicidade dos compostos em células SIRC

A clorexidina pode causar toxicidade ocular quando utilizada no tratamento
de CA. Por isso, avaliou-se a toxicidade do composto a células de cornea (SIRC). Os

resultados obtidos estdo apontados na Figura 12. A ciclesonida apresentou 74,53 +
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4,1% das células de cornea viaveis, ja a prometazina apresentou 70,74 £ 7, 7% de
células viaveis. Em contrapartida, a clorexidina exibiu 64,83 + 4,0% de viabilidade das
células de cornea. O controle de viabilidade (DMSO 0,1%) apresentou viabilidade
de 98,35%. Como pode-se observar, este estudo mostrou que a ciclesonida e
prometazina apresentaram menor porcentagem de inibicdo das células de cornea em
relacdo a clorexidina. Contudo, quando comparado 0s compostos com o controle

positivo (clorexidina), n&o foi observada diferenca significativa.

Figura 12 - Avaliagéo da citotoxicidade em células SIRC
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Ensaio de viabilidade de cepa ATCC50492 apds incubacdo por 24 h com 2,5, 5, 10, 15 e 20uM de
compostos presentes no Covid-Box®. C-: Controle negativo, DMSO 0,2% em meio PYG. *Valor de
P<0,05 comparado com o controle negativo (ANOVA de uma via e pés-teste Turkey). Fonte: Autor

As infecgdes causadas pelo género Acanthamoeba séo dificeis de se tratar,
a maioria dos casos de EAG chegam a 6bito. Ja a CA, na maioria dos casos, € dificil
de ser tratada e apresenta risco grande de toxicidade ocular pelos medicamentos
utilizados. Neste contexto, esse trabalho usou a triagem de farmacos reposicionaveis,
na intengdo de encontrar compostos que apresentassem efeito sobre trofozoitos. Ao
todo, 160 compostos foram triados contra trofozoitos de Acanthamoeba castellanii,

mas apenas a ciclesonida e a prometazina apresentaram potencial efeito amebicida.
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A clorexidina € um dos medicamentos de primeira escolha para tratar a CA,
mas apresenta elevado grau de toxicidade ocular. Sendo assim, este estudo
apresentou resultados promissores de dois compostos, mesmo eles apresentando
menor efeito amebicida em comparacao a clorexidina, mostraram menor porcentagem
de toxicidade ocular que a clorexidina frente a células de cérnea. Sendo assim,
estudos futuros sdo necessarios para compreender melhor o efeito desses compostos
contra Acanthamoeba spp., bem como relacao estrutura atividade.

A relacdo estrutura atividade é uma avaliagdo importante. A partir de um
composto inicial pode-se conduzir o planejamento de outros analogos na intencao de
ampliar a atividade e efeitos frente a Acanthamoeba spp. Como prot6tipo inicial pode
ser usado os compostos que tiveram bons resultados neste estudo, com a intencéo
de melhorar seus efeitos antiamebianos.

Outra perspectiva importante seria realizar a avaliacao de sinergia entre
esses compostos e 0s medicamentos ja utilizados, que podem ser considerados no
tratamento por infec¢des pelo género Acanthamoeba. Poucos estudos ja avaliaram a
possibilidade de sinergia no tratamento de CA, mesmo com aqueles ja usados na
pratica clinica (TALBOTT; CEVALLOS; CHEN; CHIN et al., 2019). Em um teste in vitro
de sinergismo feito por Talbott e colaboradores (2019), mostrou-se que a clorexidina
e a propamidina usadas em contraste  tiveram efeito cisticida a todos os isolados
clinicos de Acanthamoeba. Ja, quando se usou voriconazol em conjunto aos outros
medicamentos, o efeito cisticida ndo foi observado. Além disso, Talbott e
colaboradores (2019), observaram que o voriconazol foi um potente antagonista de
propamidina e clorexidina, reduzindo a atividade cisticida desses dois agentes. Com
e sse possivel efeito antagonista, foi especulado que o voriconazol inibe a lanosterol
14a-desmetilase dependente do citocromo P450, uma enzima crucial para a sintese
de ergosterol da membrana celular, sendo possivel que a interrupcdo da sintese de
ergosterol altere o alvo da clorexidina, que também atinge as membranas celulares.

Sendo assim, pode-se pensar que a ciclesonida e a prometazina atuam
sobre mecanismos diferentes da clorexidina, ndo interferindo em seu efeito sobre a
Acanthamoeba spp.

O presente trabalho permitiu identificar dois compostos ativos frente a

trofozoitos de A. castellanii e com baixo potencial citotoxico, que poderéo servir como
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protétipo no estudo de novas moléculas ativas, estudos de sinergia, visando melhorar

a terapéutica das infec¢des por Acanthamoeba spp.
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7 CONCLUSOES

e Dos 160 compostos analisados, dois, ciclesonida e a prometazina,
demonstraram efeito antiamebiano em trofozoitos de A. castellanii (T4) e
amabos 0s compostos mostraram menor efeito que o controle positivo;

e A ciclesonida e a prometazina apresentaram baixo potencial citotoxico para
células de cérnea;

e Nao foi possivel determinar a IC50 da ciclesonida e prometazina a partir da
faixa de concentracao avaliada;

e O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, a atividade antiamebiana da

ciclesonida em trofozoitos de A. castellanii.
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8 PERSPECTIVAS

e Investigar o efeito antiamebiano dos compostos com atividade contra
cistos de A. castellanii.
e Determinar a IC50 dos compostos com atividade contra trofozoitos de

A. castellanii e determinar o indice de seletividade.
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