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RESUMO

Nas ultimas décadas, Acanthamoeba spp. emergiram como patdogenos de importancia clinica
por ocasionarem infec¢des oportunistas e nao oportunistas graves, como a encefalite
amebiana granulomatosa (EAG) e ceratite amebiana (CA). Embora existam opgdes de
tratamento, os farmacos sao inespecificos e pouco ativos frente as formas cisticas de
Acanthamoeba spp. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade
amebicida de diferentes classes de compostos sintéticos e semissintéticos. Inicialmente,
realizou-se a triagem de derivados isoxazolil-sulfonamidas, derivados triazolicos de O-metil-
olivetol e compostos de coordenacdo frente a trofozoitos de Acanthamoeba castellanii (ATCC
50492). Para os compostos selecionados, foi realizada a avaliagcdo da atividade amebicida
frente a trofozoitos e cistos, avaliacdo da interacdo de farmacos frente a tofozoitos, e
citotoxidade dos compostos utilizando linhagem celular de cérnea de coelho (ATCC - CCL
60). Durante a triagem, observou-se maior potencial amebicida para o derivado triazolico do
O-metil-olivetol (Me2) que apresentou inibi¢do da viabilidade de 31,5 + 3,6% dos trofozoitos
em 24 h. Os compostos de coordenacdo de ferro e cobre demostraram alto potencial
amebicida, com inibicdo da viabilidade de trofozoitos acima de 80%. Os compostos de
coordenacdo de cobre(Il) selecionados (Cpl12 e Cpl3) apresentaram concentragdo amebicida
inibitéria minima (CAIM) de 200 uM e valores de concentracdo inibitéria média (CI50)
inferiores a 10 uM. Frente aos cistos, o composto Cp12 apresentou reducao na viabilidade de
47,6 = 2,53% na concentragdo de 200 uM em 48 h de incubacdo. O ensaio de interacao de
farmacos demostrou um efeito sinérgico para o composto Cp12 com a clorexidina, reduzindo
as concentragdes de CAIM de ambos os firmacos. No ensaio de citotoxicidade foi possivel
observar que os compostos selecionados possuem um efeito dose-dependente frente as células
de cornea de coelho. Os resultados obtidos demostram que os compostos de coordenagao
utilizados sdo promissores e inéditos para agdo anti-Acanthamoeba e apresentam agao frente a
trofozoitos e cistos, como também acdo sinérgica com a clorexidina em baixas concentragdes
de de ambos os compostos. Os compostos de coodenacdo selecionados sdo promissores para o

tratamento e prevencao de infeccdes causadas por Acanthamoeba spp.

Palavras-chave: Acanthamoeba spp.; compostos de coordenacdo; ceratite amebiana;

apoptose



ABSTRACT

In recent decades, Acanthamoeba spp. emerged as clinically important pathogens for causing
severe opportunistic and non-opportunistic infections, such as granulomatous amoebic
encephalitis (EAG) and amoebic keratitis (AC). Although there are treatment options, the
drugs are nonspecific and not very active against the cystic forms of Acanthamoeba spp. In
this context, the present work aimed to evaluate the amebicidal activity of different classes of
synthetic and semi-synthetic compounds. Initially, the screening of isoxazolyl-sulfonamide
derivatives, triazole derivatives of o-methyl-olivetol, and coordination compounds against
Acanthamoeba castellanii trophozoites (ATCC 50492) was carried out. For the selected
compounds, the evaluation of the amebicidal activity against trophozoites and cysts,
evaluation of the interaction of drugs against trophozoites, and cytotoxicity of the compounds
using rabbit corneal cell line (ATCC - CCL 60) were carried out. During the screening, there
was a greater amebicidal potential for the triazole derivative of O-methyl-olivetol (Me2),
which showed inhibition of viability of 31.5 + 3.6% of trophozoites in 24 h. The coordination
compounds of iron and copper showed high amebicidal potential, with inhibition of
trophozoite viability above 80%. The selected copper(Il) coordination compounds (Cp12 and
Cp13) had a minimum inhibitory concentration (CAIM) of 200 uM and mean inhibitory
concentration (IC50) values below 10 uM. Against the cysts, the compound Cpl12 showed a
reduction in viability of 47.6 + 2.53% at a concentration of 200 uM in 48 h of incubation. The
drug interaction assay demonstrated a synergistic effect for the compound Cpl2 with
chlorhexidine, reducing the CAIM concentrations of both drugs. In the cytotoxicity assay, it
was possible to observe that the selected compounds have a dose-dependent effect against
rabbit corneal cells. The results obtained demonstrate that the coordination compounds used
are promising and novel for anti-Acanthamoeba action and show action against trophozoites
and cysts and synergistic action with chlorhexidine at low concentrations of both compounds.
The selected coordinating compounds hold promise for the treatment and prevention of

infections caused by Acanthamoeba spp.

Keywords: Acanthamoeba; coordination compounds; amoebic keratitis; apoptosis
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1 INTRODUCAO

Amebas de vida livre (AVL) sdo protozoarios encontrados em diferentes nichos
ambientais, distribuidas mundialmente e consideradas seres anfizoicos, pois podem viver no
ambiente ou causando infec¢cdes em humanos ¢ animais (SAMBA-LOUAKA et al., 2019).
Dentre as AVL, o género Acanthamoeba ganha destaque como patdogeno emergente e
oportunista, por estar relacionado a infecgdes em pacientes imunocomprometidos e
imunocompetentes. O género Acanthamoeba possui duas formas em seu ciclo de vida:
trofozoito (forma metabolicamente ativa, capaz de se alimentar e reproduzir) e cistos (forma
dormente, considerada a forma de resisténcia) (SIDDIQUI; KHAN, 2012; SAMBA-
LOUAKA et al., 2019).

Dentre as infecgdes causadas pelo género Acanthamoeba, a encefalite amebiana
granulomatosa (EAG) ¢ considerada rara, porém fatal, pois acomete principalmente pacientes
imunocomprometidos, como por exemplo, pacientes HIV/AIDS, transplantados e
recentemente descrita em caso de paciente com COVID-19 (KALRA et al., 2020;
SIRIPURAPU et al., 2021). A EAG manifesta-se como uma infec¢do cronica progressiva do
sistema nervoso central e mais de 90% dos casos evoluem para obito (KALRA et al., 2020).
Outra infec¢do causada por Acanthamoeba spp. ¢ a ceratite amebiana (CA), que acomete
pacientes imunocompetentes, principalmente usuérios de lentes de contato ou com trauma de
cornea, na qual o paciente apresenta sinais e sintomas pouco especificos, assemelhando-se a
outras infecgdes oculares, como por exemplo, fingicas e herpéticas, porém se nao
diagnosticada precocemente pode levar a diminui¢do da acuidade visual, necessidade de
transplante de cornea e cegueira (DAAS, et al., 2015; SZENTMARY et al., 2019).

Existem fatores determinantes para o bom prognostico do paciente com CA, dentre
eles, o diagndstico precoce para o inicio do tratamento, pois a maioria dos farmacos atuam
sobre os trofozoitos, mas sdo pouco efetivos contra os cistos (LORENZO-MORALES;
KHAN; WALOCHNIK, 2015; KALRA et al., 2020). Os tratamentos sdo de longo prazo,
dificultosos e baseados em combinagdes de farmacos, que na sua grande maioria agem com
maior eficiéncia sobre a forma trofozoitica e podem induzir a formagao de cistos, além da alta
toxicidade devido a baixa especificidade dos farmacos (LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015). No caso de EAG, o maior problema encontrado na combinacdo de
farmacos ¢ a habilidade da molécula atravessar a barreira hematoencefalica em concentracdes

adequadas para eliminar as formas amebianas. J& na CA dois problemas sdo considerados
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importantes, a indu¢do da formagdo de cistos, responsaveis pelas recidivas da infec¢do e a
toxicidade as células da cornea, que pode ocasionar ao paciente outras doencas em
decorréncia do tratamento, como atrofia do tecido corneano, catarata, entre outros efeitos
adversos (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; KALRA et al., 2020).
Considerando as dificuldades encontradas no tratamento de infec¢des acantamebianas,
alternativas para a terapéutica da EAG e CA sao desejaveis e vem sendo investigadas a partir
de reposicionamento de farmacos, produtos naturais, e sintese de novas moléculas
(CARRIJO-CARVALHO et al., 2017).

Sendo assim, o presente trabalho busca através da triagem de diferentes classes de
compostos sintéticos e semissintéticos avaliar a atividade amebicida, com a finalidade de
encontrar moléculas promissoras no combate as infecgdes causadas pelo género

Acanthamoeba.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Acanthamoeba spp.

O género Acanthamoeba pertence a um grupo de protozoarios denominados de
amebas de vida livre (AVL), considerados organismos anfizdicos, pois podem viver tanto na
forma livre, como também causar infec¢des em humanos e animais. As AVL compartilham a
capacidade de movimento ameboide através de pseudopodes, e se alimentam de bactérias,
algas, fungos e outros protozoarios por fagocitose (SAMBA-LOUAKA et al., 2019). Esses
organismos ja foram isolados em diversos ambientes naturais e antropog€nicos, como
piscinas, oceano, lagos, 4gua de torneira, solo, estojos e lentes de contato, sistemas de ar
condicionado, unidades de dialise, dentre outros (CAUMO; ROTT, 2011; HASSAN et al.,
2012; GOMES et al. 2016; LEAL et al., 2018; WOPEREIS, 2018 CARNT et al., 2020).

A primeira descricado de Acanthamoeba spp. foi realizada por Castellani em 1930,
como um contaminante de cultura de leveduras. Apenas em 1960, o género foi citado como
agente causador de encefalite amebiana granulomatosa (EAG) e em 1970 relacionado a
ceratite amebiana (CA) (CASTELLANII, 1930; SIDDIQUI; KHAN, 2012). Outras infecgoes,
como ulceragdes na pele denominada dermatite acanthamebiana, sinusites, e infecgdes
disseminadas, também podem ser ocasionadas por esse género em pacientes
imunocomprometidos (KROL-TURMIASKA; OLENDER, 2017).

Acanthamoeba spp. apresentam duas formas em seu ciclo de vida: trofozoito e cisto
(figura 1). O trofozoito possui um tamanho varidvel de 13 pum a 40 pm, a membrana
composta de proteinas, fosfolipidios, esterois e lipofosfoglicanos, apresenta projecdes
aciculiformes, denominadas de acantopddios, importantes para movimentagdao e alimentagao
do protozoario (KOT; LANOCHA-ARENDARCZYK; KOSIK-BOGACK, 2018). O
citoplasma finamente granuloso contém um vacuolo contratil, responsavel pela regulacao
osmotica e numerosos vacuolos digestivos. A forma trofozoitica ¢ metabolicamente ativa,
capaz de se reproduzir por fissdo binaria, de aderir e invadir as células do hospedeiro,
consequentemente causando infecgoes (SIDDIQUI; KHAN, 2012; KOT; LANOCHA-
ARENDARCZYK; KOSIK-BOGACK, 2018). Quando em condigdes desfavoraveis como a
escassez de nutrientes, exposicdo a desinfetantes, alteracdo de pH, temperatura e

osmolaridade, os trofozoitos sofrem diferenciacdo celular formando os cistos, a partir do
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processo chamado de encistamento (KOT; LANOCHA-ARENDARCZYK; KOSIK-
BOGACK, 2018; GARAJOVA et al 2019).

Figura 1: Formas de vida de Acanthamoeba spp.

Condi¢oes
desfavoraveis

—)
<

Condigoes
favoraveis

Trofozoito de Acanthamoeba spp. (A); Cistos do grupo II (B). Barra: 20 um.
Fonte: LAPEO, 2021

Os cistos apresentam tamanho de 13 pm a 23 um e sdo considerados altamente
resistentes, permanecendo vidveis durante anos (SIDDIQUI; KHAN, 2012). Os cistos
apresentam dupla parede, endocisto (camada mais interna, lisa e que pode apresentar
diferentes formatos, como por exemplo: estrelado, oval, poligonal e esférico) e ectocisto
(camada mais externa ao ambiente e rugosa), composto principalmente de proteinas,
polissacarideos/carboidratos, dentre eles a celulose como principal constituinte.

Os cistos também apresentam poros, denominados de ostiolos, responsaveis pela
detec¢do de um ambiente favoravel para realizar o desencistamento (DUDLEY; JARROLL;
KHAN, 2009; GARAJOVA et al. 2019). A composicio das paredes dos cistos e 0 mecanismo
de encistamento sdo amplamente estudados com a finalidade de encontrar alvos
farmacoldgicos, pois os cistos sdo de dificil eliminagao pelos protocolos de tratamentos atuais
e responsaveis pelas recidivas da infeccdo (DUDLEY; JARROLL; KHAN, 2009;
GARAJOVA et al. 2019).

De acordo com a classificagdo taxonOmica inscrita no Sistema Integrado de
Informacao Taxondmica (ITIS), o género Acanthamoeba pertence ao reino Protista, Subreino
Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Classe Lobosea e Familia Acanthamoebidae (ITS, 2021).

Inicialmente o género Acanthamoeba era classificado pelas caracteristicas morfologicas do
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cisto, incluindo o tamanho e a forma do endocisto e ectocisto. Em 1977, Pussard e Pons
sugeriram uma classificacao dividindo as espécies descritas em trés grupos morfologicos (I, II
e III), porém anos depois essa classificagdao foi considerada inconsistente, pois a morfologia
dos cistos sofre alteracdes dependendo das condi¢des de cultura (MARCIANO-CABRAL;
CABRAL, 2003; GARAJOVA et al. 2019).

Com o avango das metodologias moleculares, a classificagdo de Acanthamoeba spp.
passou a basear-se no sequenciamento da subunidade menor do gene 18S rDNA, desse modo
as espécies sao classificadas em genotipos. Até o momento 23 gendtipos foram identificados
(T1-T23), todos os gendtipos ja foram encontrados causando algum tipo de infec¢do em
humanos, sendo que o gendtipo T4 foi o mais relatado, provavelmente devido a ampla
dispersdo ambiental, as propriedades de viruléncia e a baixa susceptibilidade aos agentes
quimioterapicos, desinfetantes e antissépticos (SIDDIQUI; KHAN, 2012; BEHERA;
SATPATHY; TRIPATHI, 2016; KOT; LANOCHA-ARENDARCZYK; KOSIK-BOGACK,
2018; PUTAPORNTIP et al., 2021). Os genotipos T1, T4, T2, TS5, T10, T12 e T18 j& foram
identificados causando EAG e os genoétipos T2, T3, T4, TS5, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T13 e
T15 associados a casos de CA (KALRA et. al., 2020; DIEHL et al., 2021)

2.2 PATOLOGIAS ASSOCIADAS A Acanthamoeba spp.

Devido ao carater cosmopolita de Acanthamoeba spp., casos de infec¢des ja foram
relatados em muitos paises. As principais infec¢gdes acantamebianas sdo a encefalite amebiana
granulomatosa (EAG) e a ceratite amebiana (CA), que podem acometer individuos
imunocompetentes e imunocomprometidos (MARCIANO-CABRAL; CABRAL, 2003;
SZENTMARY et al., 2019).

2.2.1 Encefalite amebiana granulomatosa

A EAG ¢ a principal infeccao sistémica opostunista causada por Acanthamoeba spp.,
caracterizada como uma infec¢do rara, cronica e progressiva do sistema nervoso central, com
taxa de mortalidade superior a 90% (KOT; LANOCHA-ARENDARCZYK; KOSIK-
BOGACK, 2018; KALRA et al., 2020). A infec¢do acomete principalmente pacientes
imunocomprometidos, incluindo aqueles com HIV/AIDS, transplantados, pacientes em
tratamento de cancer com quimioterapicos ou radioterapicos, pacientes em uso excessivo de

esteroides e pacientes com SARS-COV-2, porém ha relatos na literatura desta infeccdo em
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pacientes imunocompetentes (REDDY et al., 2011; KALRA et al., 2020; SIRIPURAPU et al.,
2021).

A patogénese da EAG nio ¢ totalmente compreendida. E amplamente aceito que a
infeccdo ocorre incialmente pela penetracdo de trofozoitos pelo trato respiratdrio, com acesso
ao sistema nervoso central por dissemina¢ao hematogénica, no qual inicia-se pela invasdo das
amebas nos vasos sanguineos alveolares com posterior entrada através da barreira
hematoencefalica, ou acesso através do nervo olfatorio (SIDDIQUI; KHAN, 2012; KOT;
LANOCHA-ARENDARCZYK; KOSIK-BOGACK, 2018).

Os sintomas iniciais da infeccdo sdo cefaleia, nauseas, irritabilidade, tontura e febre
baixa. Os pacientes acometidos progressivamente podem apresentar sintomas neurologicos
mais graves como convulsdes, alucinagdes, confusdo mental, paralisia do nervo craniano,
aumento da pressdo intracraniana e coma (SIDDIQUI; KHAN, 2012; KOT; LANOCHA-
ARENDARCZYK; KOSIK-BOGACK, 2018). Nao ha sintomas clinicos especificos para a
EAG, frequentemente confunde-se com meningite ou encefalite bacteriana ou viral, sendo
assim, muitos casos sdo subdiagnosticados, fazendo-se necessario corpo clinico treinado para
realizagdo do diagnostico precoce e intervengdo terapéutica rapida (SIDDIQUI; KHAN, 2012;
KALRA et al., 2020).

Kalra e colaboradores (2020) realizaram um levantamento de casos publicados de
EAG entre 1990 e 2018 na base de dados do PUBMED. Do total de casos validados no estudo
(69), 43,3% (30) foram nos Estados Unidos da América, seguido pela india com 33,3% (23) e
Austria com 10,2% (7) (KALRA et al., 2020). Khan (2006) sugeriu que a taxa de mortalidade
seria de 1,57 mortes para 10.000 pacientes com HIV/AIDS, quando considerada que a EAG ¢
uma infec¢do secundaria para os pacientes soropositivos. Outro fato abordado € que em paises
de climas mais quentes, devido ao protozodrio estar onipresente nos ambientes, a taxa de
infeccdo e mortalidade devem ser maiores, assim como o fato de que paises em
desenvolvimento possuem casos ndo relatados, devido a falta monitoramento adequado,
problemas de notificagdo e mesmo a falta de conhecimento da doenga (KHAN, 2006).

Estudo recentemente publicado por Siripurapu e colaboradores (2021), relata o caso de
EAG em um paciente p6s COVID-19, demostrando que a infec¢do causada pelo SARS-COV-
2 reduziu os nives de células T CD4 e o indice oxidativo de neutréfilos, oportunizando a
infec¢do por Acanthamoeba spp. O paciente foi tratado empiricamente com antufungicos e

antibioticos até a identificacdo da ameba e posteriormente foi adicionada a terapia
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Miltefosina. O relato de caso aborda a importancia de considerar a infec¢do por
Acanthamoeba spp. em todos os pacientes que apresentam deficts na imunidade célular, como
em paciente que tiveram COVID-19 (SIRIPURAPU et al., 2021).

O diagnoéstico da EAG ¢ realizado em conjunto através dos achados clinicos, exames
microscopicos do liquido cefalorraquidiano ou biopsias e exames de imagem. Os casos
evoluem a oObito rapidamente, em consequencia, na maioria dos casos, o diagndstico € post
mortem (SIDDIQUI; KHAN, 2012; KALRA et al., 2020).

Para o tratamento de EAG, os medicamentos sdo utilizados em combinagdo, no
entanto poucos casos possuem bom prognostico. Segundo dados publicados pelo Centro de
Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) em parceria com a revista The Medical Letter on
Drugs and Therapeutics, os medicamentos como sulfametoxazol/trimetropim, cetoconazol,
fluconazol, sulfadiazina, isotionato de pentamidina, anfotericina B, azitromicina, itraconazol,
ou rifampicina foram utilizados em pacientes que tiveram sucesso na resolu¢do da infec¢ao
(SIDDIQUI; KHAN, 2012; KALRA et al., 2020; THE MEDICAL LETTER, 2020).

Alguns medicamentos utilizados para EAG sdo considerados tdxicos e possuem baixa
permeabilidade a barreira hematoencefalica. Outra dificuldade no uso desses medicamentos ¢
que sdao amebostaticos, sendo assim, podem induzir ao encistamento € agem com maior
efetividade sobre as formas trofozoiticas (DUGGA, et al., 2017; KALRA, et al., 2020). Essas
dificuldades demonstram a necessidade da busca por novos compostos e fArmacos com agao

amebicida contra todas as formas do protozoario (DUGGA, et al., 2017).

2.2.2 Ceratite amebiana

A ceratite amebiana (CA) ¢ uma infec¢do ocular grave e progressiva, causada por
diferentes espécies do género Acanthamoeba, dentre elas Acanthamoeba castellanii e
Acanthamoeba polyphaga pertencentes ao gendtipo T4. Outros genotipos ja foram relatados
causando CA, sendo eles, T3, T15, T11, TS5, T2, T12, T7, T8, T10, T9 e T13. Segundo estudo
de Diehl e colaboradores (2021), o genotipo T4 apresenta uma prevaléncia de 85,92% dos
casos de CA, enquanto que T3 apresenta prevaléncia de 5,92% e os demais genétipos
apresentam porcentagens abaixo de 2,5% (DIEHL et al., 2021).

A CA ¢ a infec¢do mais comum ocasionada por Acanthamoeba spp. € acomete
principalmente usudrios de lentes de contato. Estudos datam que em meados da década de

1980, o nimero dos casos de ceratite causados por protozoarios aumentou progressivamente,
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atribuido ao aumento do numero de usuarios de lentes de contato e ao uso de solugdes
caseiras nao estéreis para o manuseio das lentes (SEAL; HAY, 1993; KOT et al., 2017). A
CA pode acometer, com menor frequéncia pacientes nao usuarios de lentes de contato,
decorrente de lesdo mecanica no epitélio da codrnea com posterior exposi¢do ao solo ou adgua
contaminada (KOT et al., 2017).

O namero de casos de CA ¢ varidvel entre paises, por se tratar de uma infec¢dao que
ndo ¢ de notificagdio compulsoria, os dados sdo provenientes de estudos com
acompanhamento em institutos/clinicas oftalmolégicas ou vinculados a pesquisa em
universidades. Estudos relatam que nos Estados Unidos da América, a taxa de casos ¢ de 1,36
a cada 1.000.000 de habitantes, enquanto na Polonia esse nimero ¢ quase 10 vezes maior,
10,3 novos casos a cada 1.000.000 de habitantes por ano, ja na Fran¢a o numero de casos de
CA pode chegar a um caso a cada 30.000 usudarios de lentes de contato (TRABELSI et al.
2012; CHOMICZ et al., 2015; KROL-TURMIASKA; OLENDER, 2017).

O estudo de Diehl e colaboradores (2021), realizou o levantamento de casos de CA
pelo mundo, através da revisdo sistematica dos casos publicados na literatura, os autores
observaram um total de 675 casos relatados de CA distribuidos mundialmente, dentre esses,
253 eram da Asia, 150 da América, 233 da Europa e 40 da Africa.

Os primeiros casos relatados no Brasil foram em 1988 por Nosé e colaboradores
(1988), no qual 4 casos de CA em pacientes usudrios de lentes de contato foram relatados e
trouxeram alerta de que a patologia deve ser considerada como diagnoéstico diferencial em
casos de ulceras de coérnea. Carvalho e colaboradores (2009) acompanharam o crescente
nimero de casos de ceratites amebianas durante 20 anos, encontraram uma positividade de
31,8% de casos de CA e a maioria correlacionados a usuarios de lentes de contato. Carriello e
colaboradores (2011) observaram positividade de 3,6% (246/3.309) de casos para
Acanthamoeba spp., durante o periodo de 1975 a 2007, quando avaliaram os casos registrados
de ceratite microbiana em um centro de referéncia oftalmolégica no Brasil (CARVALHO, et
al., 2009; CARIELLO, et al., 2011).

O fator de risco mais importante para o desenvolvimento de CA ¢ o desgaste das
lentes de contato, j& que essas sdo consideradas vetores para a transmissdao do protozoario até
a superficie ocular, além deste fator, o uso de solucdes caseiras e agua de torneira para o
manuseio dos estojos e lentes, também considerados importantes fontes de infeccao

(CHOMICZ, et al., 2015; NEELAM; NIEDERKORN, 2017; LIST et. al., 2021).
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Um estudo retrospectivo recente de List e colaboradores (2021) reforgam os fatores de
risco da CA. Neste estudo os autores acompanharam o numero de casos de CA em uma
universidade na Austria. Durante o periodo de 1997 ¢ 2018, 42 pacientes apresentaram CA,
sendo dois casos de infecgdo bilateral, 93,2% (41) dos casos estdo associados ao uso de lentes
de contato associados ao histérico de banho ou natacdo em piscinas, lagos e mares com as
lentes de contato e também a lavagem do estojo de lentes com agua da torneira (LIST et. al.,
2021).

No Brasil, o estudo retrospectivo de Santos e colaboradores (2018), avaliou o nimero
de casos de CA em Porto Alegre, o qual obtiveram prontuarios de uma clinica privada e de
hospital publico durante o periodo de 1994 a 2016. Neste estudo foram observados 28 casos
de CA, e todos os pacientes eram usudarios de lentes de contato, a maioria dos pacientes
utilizava solugdes multipropdsito especificas para o armazenamento e limpeza das lentes,
porém relataram o uso das lentes para nadar e/ou tomar banho, ou seja, as lentes eram
expostas a possiveis fontes de contaminagdo. A maioria dos pacientes acompanhados
utilizaram uma combinagdo de medicamentos para o tratamento € a maioria também precisou
de intervencao cirtrgica para melhor prognostico (SANTOS et. al., 2018).

Os principais sintomas da CA sdo relacionados com a fisiopatologia da infeccao,
apresentada na figura 2, que se inicia pela adesdo dos trofozoitos ao epitélio corneano através
das proteinas de ligagdo a manose, esse processo acarreta a liberagdo de proteases
responsaveis por induzir a apoptose das células epiteliais via fosfolipases, facilitando a
penetracdo dos trofozoitos, causando ao paciente sintomas leves da infeccdo, como
vermelhiddo, lacrimejamento, hiperemia, sensacdo de corpo estranho, fotofobia e dor. No
estagio inicial da avaliagdo clinica, observa-se o aparecimento de irregularidades epiteliais,
lesdes epiteliais pseudodendriticas e opacidade da cornea (CLARKE et al., 2006; LORENZO-
MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; KROL-TURMIASKA; OLENDER, 2017).

A medida que a doenga progride, as amebas avangam ao estroma da cornea subjacente
e podem atingir o nervo corneano, causando um processo inflamatério moderado a grave.
Neste estagio da infeccdo, o paciente apresenta fortes dores na cornea, desproporcionais ao
tamanho da lesdo observada e ocorre o aparecimento de infiltrado em forma de anel, que ¢
caracteristico da CA (CLARKE et al, 2006; LORENZO-MORALES; KHAN;
WALOCHNIK, 2015; SZENTMARY et al., 2019). Quando o diagndstico e tratamento &
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tardio, os sintomas progridem rapidamente para ulceracdo epitelial da cornea, perda de

acuidade visual e cegueira (KROL-TURMIASKA; OLENDER, 2017).

Figura 2: Esquema da fisiopatologia da ceratite amebiana e sinais correlacionados
apresentados pelo paciente

Epitélio L' Adesdo (Receptores de Manose)
= Bcmiwaid deBomni W Destruicdo do epitélio da cornea

3» Rompimento da Membrana de
Bowman

Estroma 4 Destruicdo do estroma

Neuriteradial

— Membrana de Descemet
Endotélio

Representacao esquematica do processo de infeccdo da cdrnea por Acanthamoeba spp. (A). Fonte: Adaptado de
Clarke et. al. (2006). Fotografia do olho de um paciente diagnosticado com CA (B). Seta vermelha: infiltrado em

forma de anel, hiperemia conjuntiva e opacidade da cornea. Fonte: Adaptado de Buchele et. al. (2018).

Os casos de CA mais recentes publicados no Brasil foram em 2018, trata-se de duas
pacientes do sexo feminino, usuarias de lentes de contato que ndo mantinham bons cuidados

de limpeza e armazenamentos das lentes de contato (ALVES et. al., 2018; BUCHELE et. al.,
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2018). No relato de Buchele e colaboradores (2018), além da presenga de Acanthamoeba spp.
genotipo T4, a cornea também estava acometida por Candida albicans, um caso de co-
infec¢do, caracterizado pela dificuldade de diagnostico e consequentemente o inicio do
tratamento. Os sinais e sintomas apresentados pela paciente foram fortes dores ocular,
vermelhiddo, fotofobia, opacidade da cérnea e infiltrados profundos na regido inferior da
cornea. Estes sinais e sintomas estdo fortemente relacionados a fisiopatologia da CA, porém
inespecificos, ja que outras ceratites infecciosas também apresentam esses sinais € sintomas
(BUCHELE et. al., 2018)

No estagio inicial da infec¢do, acima de 75% dos casos sdo diagnosticados de maneira
incorreta, na maioria das vezes, a CA ¢ confundida com ceratite herpética ou fingica, sendo
assim ¢ de grande importancia a suspeita clinica precoce para a infeccdo causada por
Acanthamoeba spp. (DAAS, et al., 2015). Estudo de Papa e colaboradores (2019) identificou
uma taxa de 44% de casos de pacientes que iniciaram o tratamento com antivirais e esteroides
antes de serem devidamente diagnosticados com CA, devido um diagnéstico tardio ou
erroneo.

O padrao-ouro para o diagnostico laboratorial da CA € a cultura do protozoario a partir
do raspado de cérnea, no entanto outras metodologias possuem boa sensibilidade, como ¢ o
caso das técnicas moleculares por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Outros métodos
podem ser utilizados, como a visualizagdo direta do protozodrio no raspado de coérnea ou
através da microscopia confocal in vivo, porém a sensibilidade dessas metodologias depende
da carga parasitdria no momento da analise e também da habilidade do profissional com a
observacdo dessas formas. Quanto mais rdpido a infec¢do for diagnosticada, melhor o
prognostico do paciente (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015).

Até o momento ndo héd um Unico medicamento para o tratamento de casos de CA.
Desde a descoberta da infecgdo, diferentes combinagdes terapé€uticas sdo utilizadas para o
tratamento, devido a diferentes fatores como: patogenicidade varidvel de diferentes cepas, o
que torna dificil estabelecer uma correlacdo entre eficacia in vitro e in vivo, as diferentes
formas do parasito, a manifestagdo da infeccdo, como também o estado da cornea no
momento do diagndstico, que pode alterar o manejo da infeccdo (LORENZO-MORALES;
KHAN; WALOCHNIK, 2015; PAPA et. al., 2019; LIST et. al., 2021).

Inimeros medicamentos ja foram utilizados para o tratamento de CA, como

antibiodticos, antissépticos, antifingicos, antivirais e terapias antineopldsicas. A grande
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maioria dos firmacos tem boa eficacia contra as formas trofozoiticas, com potencial
amebicida ou amebostatico, porém sabe-se que diferente de outras ceratites infecciosas, na
CA os trofozoitos podem entrar em processo de encistamento no tecido corneano
(LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; MAYCOCK; JAYASWAL, 2016).

Os cistos sdo resistentes a grande maioria dos medicamentos disponiveis, sendo assim
o paciente pode apresentar recidiva da CA nos casos em que nao houve total erradicagdo
dessas formas em decorréncia da baixa ag¢do dos medicamentos utilizados, processo
denominado de resisténcia cistica (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015;
CARRIJO-CARVALHO et al., 2017).

A primeira linha para o tratamento topico-ocular da CA ¢ a combinagao de diamidinas
(isotionato de propamidina 0,01% ou hexamidina 0,01%) e as biguanidas (PHMB 0,02% ou
clorexidina 0,02%), apesar de apresentar bons efeitos sobre as duas formas de vida do
protozoario, essas moléculas sdo extremamente citotoxicas as células da cérnea, necessitando
de alteragdes no plano terapéutico (CARRIJO-CARVALHO et al., 2017; PAPA et. al., 2019).
Os pacientes em tratamento com esses medicamentos podem apresentar sinais e sintomas
semelhantes aos causados pela CA em decorréncia da citotoxicidade. Estudos demonstram
que as biguanidas e diamidinas em concentracdes terapéuticas ou mesmo abaixo dessas
concentragdes podem levar a opacidade da cornea e irritagcdo leve a moderada, dificultando o
acompanhamento terapéutico (FURRER; MAYER; GURNY, 2002; CARRIJO-CARVALHO
etal., 2017; PAPA et. al., 2019).

O tratamento topico-ocular da CA ¢ dificil, independente do medicamento de escolha,
pois as instilacdes devem ser realizadas a cada hora, durante um longo periodo, além disso, o
tratamento ¢ prolongado e pode levar de 6 a 12 meses para a total erradicacdo das formas
parasitarias (MAYCOCK; JAYASWAL, 2016; PAPA et. al., 2019).

Considerando as dificuldades encontradas no tratamento da CA, a busca de novos
medicamentos ¢ desejavel, dada a intolerancia dos pacientes aos antimicrobianos atuais, ao

regime terapéutico, o aparecimento de efeitos adversos e a resisténcia cistica.

2.3 BUSCA DE NOVOS FARMACOS
Na tultima década, observa-se um aumento do numero de publicacdes e estudos de
prospeccdo de novas moléculas com acgdo anti-Acanthamoeba, que demonstram compostos

com potencial terapéutico, sendo esses, novas moléculas, produtos naturais como por exemplo
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extratos de plantas e derivados e farmacos reposicionaveis. Apesar dos esforcos na busca de
novas moléculas, a investigagdo in vivo ainda ¢ pouco executada, por se tratar de infecgdes
consideradas raras e de pouco investimento (NIYYATI; DODANGEH; LORENZO-
MORALES, 2016; BUNSUWANSAKUL et al., 2019).

2.3.1 Reposicionamento de farmacos

O reposicionamento ou reaproveitamento de farmacos € uma das praticas da industria
farmacéutica para acompanhar os enormes aumentos dos gastos em P&D, juntamente com
baixa produtividade e os desafios de competitividade de pregcos do mercado. Esses fatores
pressionaram muitos desenvolvedores a identificar novos usos para medicamentos aprovados
ou em investigacdo para outras indicacdes médicas (PUSHPAKOM et al., 2018). A estratégia
de reposicionamento de farmacos possui muitas vantagens, sendo a principal delas a reducao
no tempo e dinheiro gastos — dependendo do estagio de desenvolvimento que o farmaco se
encontra — em ensaios pré-clinicos, pois esses medicamentos j4 foram avaliados quanto a
seguranga, sendo assim, o risco de fracasso no desenvolvimento do medicamento ¢ reduzido
(PUSHPAKOM et al., 2018).

Devido a dificuldade no tratamento de infec¢des causadas por Acanthamoeba spp., a
abordagem de reposicionamento de farmacos também vem sendo utilizada, ja que até o
momento ndo existe um medicamento especifico para o tratamento dessas infec¢des € 0 uso
de combinagdes de medicamentos de diferentes classes ¢ necessario (LORENZO-MORALES;
KHAN; WALOCHNIK, 2015; PAPA et. al, 2019). Os principais estudos de
reposicionamento de fArmacos para infec¢des causadas por Acanthamoeba spp. trazem o uso
dos antifungicos azolicos, antibidticos e antineoplasicos (NAKAMINAMI et. al., 2017;
SHING et. al., 2020; ANWAR et al., 2020).

Recentemente, um estudo realizou a triagem de mais de 12.000 compostos frente
amebas de vida livre. Moléculas quimicamente diversas com perfil de seguranca conhecidos,
pois foram previamente testados em humanos e animais, cerca de 38% desses compostos ja
aprovados pela FDA (RICE et. al.,, 2020). Durante a triagem, foram identificados 32
compostos ativos, inibidores em concentracdes de nanomolar € micromolar contra trofozoitos
de Acanthamoeba spp. Destes compostos, 16 eram antiflingicos, 6 antineoplésicos, 5
antissépticos, 1 antimicina, 1 antihiperglicémico, 1 antibacteriano, 1 corante e 1 diaminida

(RICE et. al., 2020).
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Os azois inibem a biossintese do ergosterol, conhecido por integrar a membrana de
cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp. Os antifingicos azdlicos mais utilizados sao
iconazol, fluconazol, cetoconazol e voriconazol (ANWAR et. al., 2020). No estudo de Shing e
colaboradores (2020), a atividade antiamebiana de antifungicos azoéis foram avaliados,
destacando-se a agdo do posaconazol e isavuconazol frente a cistos e trofozoitos de
Acanthamoeba, com agdo em concentragdes nanomolares ¢ micromolares, com potencial de
40 a 300 vezes maior que a clorexidina.

Os antibidticos muitas vezes sao utilizados no tratamento da CA e EAG para evitar
infeccdes bacterianas junto com infecgdes causadas pelo protozoario, porém também
aparecem em estudos na avaliagdo da sua a¢ao isolada frente as formas de Acanthamoeba spp.
(NAKAMINAMI et. al., 2017; ANWAR et. al., 2020).

As sulfonamidas s3o os mais antigos agentes antibacterianos em uso clinico, sdo
classificadas como anti-metabolicos analogos do acido para-aminobenzdico. Sao moléculas
inicialmente aplicadas para o uso em infecgdes bacterianas, porém mostram-se eficazes no
tratamento de infec¢des causadas por Acanthamoeba spp. O uso das sulfas, em destaque o
sulfametoxazol e a sulfadiazina, sdo descritos em diferentes casos para o tratamento EAG
com sucesso, porém sao escassos os estudos in vitro dessa classe (KALRA et al., 2020).

As moléculas pertencentes a classe das sulfonamidas demonstram versatilidade, pois
alteracdes estruturais na sua molécula proporcionaram novas aplicagdes, como por exemplo, o
uso como antidiabéticos, anti-inflamatorio e como inibidor da anidrase carbdonica (JAIN;
SARAVANAN; SINGH, 2013; PATRICK, 2017). O estudo de Rosa e colaboradores (2018),
realizou a sintese de moléculas derivadas do isoxazolil-sulfonamidas, que apresentaram baixa
acdo citotoxica em diferentes linhagens celulares e alta atividade biologica contra os
protozoarios Trypanosoma cruzi € Leishmania amazonensis, mostram-se como potenciais

candidatos para estudos de avaliacao da atividade biologica contra Acanthamoeba spp.

2.3.2 Extratos e derivados de plantas

As plantas produzem metabolitos primarios e secundarios que sdo essenciais para a
manutengdo da vida vegetal e pela sua protecdo contra patdgenos, tornando-se alvos para a
pesquisa de novas moléculas com acdo antimicrobiana. Além disso, os produtos naturais
podem ser utilizados como prototipos para obtencdo de derivados com propriedades

terapéuticas melhoradas (PATRICK, 2017). Niyyati e colaboradores (2016) realizaram um
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levantamento sobre a aplicagdo de plantas medicinais como fonte de novos agentes
terapéuticos para o tratamento de ceratite amebiana, neste contexto, mais de 15 extratos
apresentaram resultados promissores com acao anti-Acanthamoeba.

O Brasil ¢ uma fonte rica de produtos naturais, dentre eles destaca-se a familia
Myrtaceae, com cerca de 3000 espécies, sendo o género Eugenia L. um dos maiores, com
cerca de 400 espécies encontradas no Brasil (OLIVEIRA; DIAS; CAMARA, 2005). Espécies
pertencentes a familia Myrtaceae ja foram descritas com acao anti-Acanthamoeba, como por
exemplo Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis L (alecrim); Syzygium aromaticum L.
Merr. & Perry (cravo-da-india); Melaleuca styphelioides; Melaleuca alternifolia e extratos
brutos de Eugenia hiemalis (ANACARSO et al., 2017; ALBOUCHI et al., 2017; HADAS;
DERDA; CHOLEWInSKI, 2017; CASARA, 2019). Casara (2019) realizou a avaliacdo da
atividade frente as formas trofozoiticas e cisticas de Acanthamoeba spp. utilizando além do
extrato bruto de Eugenia hiemalis, os compostos isolados acetato de miconidina e o O-metil-
olivetol apresentaram ac¢ao amebicida dose-dependente, nao induzindo a formagdo de cistos,
caracteristica importante, visto que essas sdao formas consideradas de resisténcia e
relacionadas com recidivas das infec¢des causadas por esse género (CARRIJO-CARVALHO
et al., 2017). Os resultados promissores indicam a necessidade de ampliar a investigagao
quanto ao potencial amebicida dos compostos isolados, assim como a possibilidade de
semissintese de derivados com vista a obtencdo de novas entidades quimicas com maior
potencial terapéutico (PATRICK, 2017).

Vieira (2020) realizou a semissintese de compostos derivados do O-metil-olivetol, a
fim de melhorar a atividade dos compostos e suas propriedades farmacocinéticas e/ou
farmacodindmicas. As alteracdes foram classificadas em dois grupos: os derivados o-
glicosilados e triazdlicos (1,2,3-triazélicos). Um total de 23 compostos foram sintetizados dos
quais dezesseis foram analogos triazélicos.

Os antifingicos azois sdo inibidores da sintese do ergosterol, agindo sobre a enzima
esterol 14a-desmetilase (CYP51). Essa enzima estd presente nos fungos como também ja foi

relatada em 7. cruzi e Acanthamoeba spp. (FRANCA et. al., 2014; ZHOU et al., 2018).

Figura 3: Relacdo estrutura-atividade triazois

A B
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Circulo vermelho: regido de coordenagao com ferro do grupo heme; circulo azul: interagao de ligagdo

de hidrogénio; circulo verde: interagdes hidrofobicas. Fluconazol (A); Posaconazol (B) Fonte: Autora

Os antifungicos azois possuem quatro regioes de interagdo com a enzima (figura 3), a
complexagdo do anel azol (imidazol ou triazol) com o grupo heme da enzima, uma por¢ao
para ligacdo de hidrogénio e regides para interacdo hidrofobica, sendo assim o antifingico
impossibilita a ligacdo do substrato e inibi a a¢do da enzima. Dentre os antifungicos azoéis, os

compostos contendo o anel triazolico possuem maior interagdo com a enzima.

2.3.3 Composto de coordenacio

Uma abordagem recente sobre a busca de novas terapias para o tratamento de
infec¢des causadas por protozoarios € o uso de nanoparticulas ou complexos contendo metais,
no entanto, sdo limitados os estudos com a aplicagdo para infeccdes causadas por
Acanthamoeba spp. (PADZIK et al., 2018; ANWAR et al., 2019). Uma revisdo realizada por
Sharma e colaboradores (2020) apontou os principais trabalhos utilizando nanoparticulas
contendo metais como cobalto, prata, ouro e zinco, os quais apresentaram bons resultados
frente a cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp., porém sao escassos os estudos utilizando
os metais em forma de complexos (AQEEL et al., 2015; PADZIK et al., 2018; ANWAR et
al., 2019).

Os complexos metalicos estdo inseridos dentro da quimica inorganica como
compostos de coordenacdo, regidos pela teoria de ligacdes coordenadas, de forma
simplificada, essa teoria ¢ compreendida como liga¢des covalentes formadas através de pares
de elétrons compartilhados, sendo que o par de elétrons da ligagdo se origina de apenas um
dos atomos da reacdo (LAWRANCE, 2010; TUREL, 2015). No caso dos complexos, a
ligacdo coordenada se forma através da doagdo de elétrons provenientes dos ligantes ricos em
elétrons para um atomo central, nesse caso, os metais deficientes em elétrons (LAWRANCE,

2010; TUREL, 2015). Os compostos de coordenacdo foram amplamente estudados para o



31

tratamento das mais diversas doengas, obtendo-se com sucesso compostos para o tratamento
de artrite (complexos de ouro), controle da pressao arterial (complexos de ferro), diabetes
(complexos de vanadio), cancer (complexos de platina e titdnio) e antibacterianos (compostos
de prata, mercurio, zinco, entre outros) (LAWRANCE, 2010; TUREL, 2015).

Estudos recentes avaliaram a atividade de compostos de coordenacdo frente a
protozoarios, como por exemplo o uso de complexos de cobre e ferro sobre as formas
taquizoiticas de Toxoplasma gondii, obtendo-se resultados de concentragdo inibitdria de 50%
(CI50) de 0,78 uM e 3,56 uM, respectivamente, em 48 h de exposi¢do (PORTES et al., 2015;
PORTES et al., 2017).

Kusrini e colaboradores (2016, 2018) demonstraram a agdo anti-Acanthamoeba de
complexos lantanideos de térbio e samario frente as formas trofozoiticas, com CI50 abaixo de
10 pg/mL, representando uma opcao terapéutica contra as infec¢des causadas por
Acanthamoeba spp.

O uso de compostos de coordenagdo sao escassos na literatura para ensaio com
Acanthamoeba spp., porém por demonstrarem ag¢ao contra outros protozoarios, podem ser
promissores na busca de novas opcdes terapluticas e de prevengdo para infecgdes
acanthamebianas, com a¢do antitrofozoitica e anticistica € com baixo potencial citotoxico as

células hospedeiras.

2.4 METODOS IN VITRO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIAMEBIANA
FRENTE Acanthamoeba spp.

A avaliagdo da viabilidade ou citotoxicidade celular in vitro causada por um
composto ¢ uma pratica fundamental para a pesquisa inicial de moléculas bioativas, pois
fornece dados preliminares para estudos in vivo.

Atualmente duas organizagdes auxiliam na padronizagdo de métodos para avaliagdo
da viabilidade celular, Organizagdo Internacional de Normalizag¢do (ISSO) e Organizacao para
a Cooperagdo e Desenvolvimento Economico (OECD). Essas organizacdes trazem intimeras
metodologias que podem ser utilizadas para os mais diversos tipos celulares. Os métodos
especificam a incubacdo das células com extratos/compostos diretamente ou por difusdo,

possibilitando a determinagdo da resposta biologica das células (ISO, 2009).
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No anexo I do documento de orientacdo sobre boas praticas do método in vitro
(GIVIMP) desenvolvido pela OECD traz uma lista de 13 métodos de teste de viabilidade (ndo
inclusivo) de culturas celulares, os quais sao subdivididos em categorias: Avaliagao de danos
celulares estruturais (ndo invasivo); Avaliacdo de dano celular estrutural (invasivo);
Avaliacdo de crescimento celular e Avaliagdo do metabolismo celular (OECD, 2018). No

quadro 1 € possivel observar os métodos descritos na literatura por suas categorias.
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Quadro 1: Métodos de avaliacao de viabilidade in vitro

Avaliacio de danos
celulares estruturais

Avaliacio de dano
celular estrutural

Avaliacio de
crescimento celular

Avaliacio do
metabolismo celular

(ndo invasivo) (invasivo)
Ensaio de 3- (4,5-
Penetragdo da dimetiltiazol-2-il) -2,5-
membrana usando difeniltetrazolio (MTT)
corantes para detectar ou ensaios de redugdo
Avaliagdo da forma | 'citotoxicidade' (por de corante de tetrazolio
geral da célula, | exemplo, preto | Contagem de células semelhantes (por
estrutura naftaleno, azul de exemplo, WST-8)
citoplasmatica, tripano, iodeto de Ensaio de redugdo de
planicidade e | propidio, brometo de resazurina (as vezes
propriedades de | etidio, EH-1) chamado de azul
contorno em um bom Alamar)
microscopio de luz de Ensaios de
contraste de fase ~ despolarizagao
Reten¢do de corantes ~ . .
. Incorporacdo BrdU ou | mitocondrial (com base
dentro das células
) EdU em corantes
intactas para detectar o
ey e , indicadores
viabilidade (por
. fluorescentes)
exemplo, diacetato de " ~
, Coloracgédo de | Captacdo de vermelho
fluoresceina ou
componentes celulares | neutro (NRU)

Teste de liberacdo de
LDH

calceina-AM)

Avaliagao de
marcadores de morte
celular /  apoptose
programada

que sdo proporcionais a

massa celular total
(proteinas por
exemplo,

sulforhodamina B ou
cristal violeta; DNA

por Hoechst H-33342)

(ISO 10993)

Ensaios de ATP

Fonte: Adaptado de OECD,

2018

Dentre os métodos da OECD, muitos ja foram descritos na literatura para determinar

a eficiéncia de agentes anti-Acanthamoeba. Os mais frequentemente utilizados sdo a

contagem manual dos trofozoitos e cistos usando hemocitometro e corantes de exclusdo com
azul de tripan ou vermelho congo (HEREDERO-BERMEJO et al. 2013; NAKAMINAMI et.
al., 2017; CASARA, 2019), ensaio alamarBlue® para trofozoitos (MCBRIDE et al. 2005; JHA
et. al., 2015), ensaio de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) e
lactato desidrogenase para trofozoitos (ZHAO et al. 2003; KUSRINI et. al., 2016; KUSRINI

et. al., 2018).

Apesar do grande avango na padronizacdo de métodos para avaliagdo da atividade

anti-Acanthamoeba de compostos, a metodologia amplamente aceita ainda ¢ a contagem

manual com corantes de exclusdo, porém ¢ um método oneroso, demanda muito tempo do
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analista, requer um analista treinado na observacdo das formas do protozoario, pode ser
subjetivo e também limita o numero de compostos utilizados para triagens amplas
(MCBRIDE et al. 2005; HEREDERO-BERMEJO et al. 2013).

Segundo McBride e colaboradores 2005, o método ideal ¢ aquele que possibilita a
analise das formas vivas, os resultados ndo sdo lidos de maneira subjetiva e o ensaio nao
depende de contagem manual, para isso, os autores padronizaram o método utilizando
alamarBlue® em placas de microtitulagio, que vem sendo amplamente utilizado para avaliar a
viabilidade dos trofozoitos.

O alamarBlue® (Invitrogen) é uma solu¢do contendo resazurina que funciona como
indicador de viabilidade celular devido ao processo de oxirreducdo. A resazurina ¢ um
composto atoxico, permeavel as células de cor azul pouco fluorescente (INVITROGEN,
2020). Ao permear as células, a resazurina ¢ reduzida nas mitocondrias em resorufina,
composto de cor roseo/vermelho e altamente fluorescente, sendo assim, as células vidveis
reduzem constantemente a resazurina em resorufina, gerando uma medida quantitativa da
viabilidade (INVITROGEN, 2020).

Viérios trabalhos vém utilizando o alamarBlue® para avaliar de atividade anti-
trofozoitos, como por exemplo: Hernandez-Martinez e colaboradores (2019) avaliaram a
atividade voriconazol, itraconazol e clorexidina, Jha e colaboradores (2015) avaliaram a
atividade da tigeciclina, Fears e colaboradores (2018) e Sifaoui e colaboradores (2017)
avaliaram a eficiéncia de nove e duas solugdes multipropositos, respectivamente; Souhaiel e
colaboradores (2017) e Zouaghi e colaboradores (2017) avaliaram O6leos esséncias de
Ammoides pusilla e extratos de Citrus sinensis, respectivamente, dentre outros, mostrando que
independente do composto utilizado seja, extrato, composto isolado, solucdes comerciais o
método pode ser utilizado.

A padronizagio do alamarBlue® para trofozoitos de Acanthamoeba spp. traz inimeras
vantagens, como alto rendimento, facilidade de preparagdo e leitura, robustez, baixo custo,
alta sensibilidade, muitos testes podem ser realizados rapidamente, além disso permite
avaliacdo de extratos e farmacos que possam apresentar cor, ja que o método também permite

a leitura por fluorescéncia. (MCBRIDE et. al., 2005; OECD, 2018)
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a triagem de compostos sintéticos € semissintéticos para a avaliacao da

atividade contra formas de A. castellanii.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar do método alamarBlue® para avaliacdo da viabilidade de trofozoitos de A.

castellanii;

Avaliar a atividade anti-Acanthamoeba de compostos derivados do isoxazolil-

sulfonamida;

Avaliar a atividade anti-Acanthamoeba de compostos derivados triazélicos do O-

metil-olivetol;

Avaliar a atividade anti-Acanthamoeba de compostos de coordenacao de cobre(Il) e

ferro(I11);

Avaliar a citotoxicidade dos compostos de coordenacgao de cobre(Il) e ferro(Ill) em

células do epitélio da cérnea de coelho;
Avaliar a associagcdo do composto de coordenagdo de cobre(Il) e clorexidina;

Avaliar a integridade da membrana dos trofozoitos de 4. castellani ap6s tratamento

com composto de coordenacao de cobre(Il).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTURA E OBTENCAO DO PROTOZOARIO

Os testes de triagem para avaliagdo da atividade anti-Acanthamoeba dos compostos
sintéticos e semissintéticos foram realizados utilizando a cepa A4. castellanii gendtipo T4
(ATCC 50492). Os trofozoitos foram cultivados axenicamente em meio proteose peptona-
extrato de levedura-glucose (PYG) em temperatura de 30 °C durante 5 dias.

Os cistos foram obtidos de culturas de trofozoitos utilizando o meio de encistamento
Tris-HC1 (95 mM NaCl; 5 mM KCIl; 8 mM MgS04.7H20; 0,4 mM CaCl,. 2H>0; 1 mM
NaHCOs3; 20 mM Tris- base, pH 8,9 ajustado com HCI 1%) incubados em temperatura de 30
°C por 72 h. Ao término do periodo de incubag¢ao com solugdo de encistamento, os trofozoitos

remanescentes e pré-cistos foram eliminados com lavagem utilizando solugao de SDS a 0,5%.

4.2 CURVA DE CRESCIMENTO DE TROFOZOITOS

Para realizagdo da curva de crescimento, 100 pL da suspensio de trofozoitos a 1x10°
trofozoitos/mL foram inoculados em tubos contendo 2,5 mL de PYG e incubados a 30 °C de 1
a 8 dias. A cada 24 horas foi realizada a contagem dos trofozoitos em camara de Fuchs-
Rosenthal, utilizando o corante de viabilidade azul de tripan 0,4%. Com os dados obtidos foi
possivel avaliar a taxa de velocidade média de crescimento dos trofozoitos e a taxa de

geragdes, calculados partir da equagao 1:

Equacao 1: Avaliagdo do crescimento dos trofozoitos

(logNT — logNO)
0,301

Velocidade média de crescimento (k) =

1
Taxa de geracdes(g) = .

Fonte: Finco, 2012

Sendo, NT o numero maximo de trofozoitos, NO é o numero de trofozoitos do

in6culo inicial e T o tempo em que foi atingida a densidade méxima (FINCO,2012).
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4.3 OTIMIZACAO DO TESTE DE VIABILIDADE CELULAR COM ALAMAR BLUE ®
4.3.1 Determinacio das densidades de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii

Os ensaios de determinagdo das densidades de trofozoitos foram conduzidos segundo
McBride e colaboradores (2005) e Jha e colaboradores (2015), com modificagdes. O ensaio
foi realizado a partir de uma suspensdo celular estoque de 2x10° trofozoitos/mL da cepa
ATCC 50492, seguido de dilui¢des seriadas, com volume final de 100 uL por poco, em placas
de 96 pocos em triplicata, com finalidade de obter-se uma curva de calibragdo com os
seguintes pontos: 1x10° 5x10°, 2,5x10°, 1,25x10°, 6,25x10%, 3,12x10%, 1,56x10%, 7,8x10°
trofozoitos/mL. Os trofozoitos foram incubados a 30 °C durante 24 h e 48 h livres de luz. Foi
adicionado 10% do volume final do pogo de alamarBlue® (Invitrogen) 6 h ou 8 h antes do
final do periodo de incubagdo. Apds esse periodo, realizou-se a leitura por fluorescéncia com
os comprimentos de onda de 530 nm de emissdo e 615 nm excitacdo e 530 nm emissdo e 590
nm excitacdo. O meio PYG (100 pL) foi utilizado como branco . Os ensaios foram realizados

em triplicata.

4.3.2 Avaliacao da viabilidade dos trofozoitos de Acanthamoeba castellanii frente a

clorexidina pelo ensaio de alamarBlue®

O ensaio utilizando a clorexidina contra trofozoitos de 4. castellanii (ATCC 50492)
foram realizados da seguinte forma: 8x10° trofozoitos/mL e 8x10* trofozoitos/mL foram
incubados com diferentes concentragoes de clorexidina (50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,2 uM, 3,1
uM, 1,5 uM) em placas de 96 pocos, com volume final de 100 puL. As placas foram incubadas
a 30 °C durante 24 h e 48 h livres de luz. Oito horas antes do periodo final de incubagdo,
adicionou-se 10% do volume final do pog¢o de alamarBlue® (Invitrogen). Apds o periodo de
incubacdo, realizou-se a leitura por fluorescéncia nos seguintes comprimentos de onda: 530
nm de emissdo e 615 nm excitagdo e 530 nm emissao e 590 nm excitagao. O DMSO 0,1% em
meio PYG foi utilizado como controle negativo, considerado 100% de viabilidade. Os
experimentos foram realizados em triplicatas independentes. Os resultados foram expressos

como porcentagem de trofozoitos viaveis e erro padrao da média.
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4.4 TRIAGEM DE COMPOSTOS COM ATIVIDADE ANTI-Acanthamoeba FRENTE A
TROFOZOITOS

O ensaio de avaliacao da atividade dos derivados isoxazolil-sulfonamidas, derivados
triazolicos de O-metil-olivetol (Tabela 1) e compostos de coordenacdo, ligantes e sais
metalicos (Quadro 1) foi conduzido da seguinte maneira: foi preparada uma suspensao
contendo 8x10* trofozoitos/mL, inoculados em placas de 96 pogos contendo as concentragdes
de 100 uM ou 50 uM das solugdes teste. As placas foram incubadas a 30 °C no periodo de 24
h e 48 h. Como controle negativo foi utilizado dimetilsulfoxido a 0,1% em PYG.

Os derivados isoxazolil-sulfonamidas e derivados triazolicos de O-metil-olivetol
foram cedidos gentilmente pelo Grupo Estudo de Produtos Naturais e Sintéticos
(GEPRONAS/UFSC) e os compostos de coordenacdo, ligantes e sais metdlicos pelo
Laboratdrio Interdisciplinar de Quimica Inorganica Medicinal e Catalise (LIQIMeC/UFSC),

grupos colaboradores do presente estudo.

Tabela 1: Estruturas moleculares dos derivados isoxazolil-sulfonamida (SF) e derivados
triazolicos do O-metil-olivetol (ME)

Massa Nomenclatura
Identificacao Estrutura molecular
IUPAC
(g/mol)
3.0 N-{[3-4-
",“S PIN-3 metoxifentanil)-1,2-
SF104 @M 390,4 oxazol-5-yl|metil } -
MeO 4-nitobenzeno-1-
NO, sulfonamida
o N-{[3-(2H-1,3-
N-O HN:‘S’/O benxodioxol-5-yl)-
! - -5-
SF110 e / 4044 1-2-oxazol-5
. yl]metil } -4-
Derivados o) :
isoxazolil- NO, nitrobenzeno-1-
I d sulfonamida
sulfonamida o0 p L N-[(3-fonol
N-O HNSY mletzl -N-[( -fenol-
I, ,2-0xazol-5-
SF113 w 3514 yl)metil[benzeno-1-
sulfonamida
N-O HNS’\SP 4-nitro-N-[(3-fenil-
| 1,2-oxazol-
SK114 ©/l\)\/ Q 3604 Syl)metil]benzeno-
NO, 1-sulfonamide
Derivados o O-metil-olivetol 4-
triazolicos (4-fenil-1,2,3-
. Mel 0 N=N 407,5 . >
do Q-metll- A~ f@ ‘ triazol-1-
olivetol il)butanoato
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Me2

4717,6

O-metil-olivetol 4-
(4-(4-pentilfenil)-
1,2,3-triazol-1-
il)butanoato

Me3

437,5

O-metil-olivetol 4-
(4-(4-metoxifenil)-
1,2,3-triazol-1-
il)butanoato

Me4d

4215

O-metil-olivetol 4-
(4-(p-toluil)-1,2,3-
triazol-1-
il)butanoato

Me5

463,6

O-metil-olivetol 4-
(4-(4-(terc-
butil)fenil)-1,2,3-
triazol-1-
il)butanoato

Meb6

452,5

O-metil-olivetol 4-
(4-(4-nitrofenil)-
1,2,3-triazol-1-
il)butanoato

Me7

487,6

O-metil-olivetol 4-
(4-(6-
metoxinaftalen-2-
il)-1,2,3-triazol-1-
il)butanoato

Me8

0 n=N OH

437,5

O-metil-olivetol 4-
(4-(4-
(hidroximetil)fenil)-
1,2,3-triazol-1-
il)butanoato

Me9

437,5

O-metil-olivetol 4-
(4-(2-metoxifenil)-
1,2,3-triazol-1-
il)butanoato

Mel0

467,5

O-metil-olivetol 4-
(4-(3,5-
dimetoxifenil)-
1,2,3-triazol-1-
il)butanoato

Fonte: Autora
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Quadro 2: Compostos de coordenagdo, ligantes e sais metalicos

Sais metalicos Ligantes Compostos de coordenacio
Cpl: FeCI3.6H20 Cp3: a-naftol-BMPA Cp8: Fea-naftol-BMPA
Cp2: CuCl2.2H20 Cp4: B-naftol-BMPA Cp9: Fep-natfol-BMPA
CpS5: a-naftol-HBPA Cp10: Fea-naftol-HBPA
Cp6: B-natfol-HBPA Cp11: Fep-naftol-HBPA
Cp7: Metformina Cp12: Cuo-naftol-HBPA
Cpl15: HBPA Cp13: Cup-naftol-HBPA
Cp14: CuCl2+Metformina
Cpl16: Cu-HBPA

Fonte: Autora

Os trofozoitos vidveis foram quantificados em camara de Fuchs-Rosenthal, utilizando
o corante de viabilidade azul de tripan 0,4%. Os ensaios foram realizados em triplicatas
independentes. Os resultados obtidos foram expressos como porcentagem de trofozoitos

viaveis, média e erro padrao da média das triplicatas.

4.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS DE COORDENACAO DE
FERRO(IIT) E COBRE(II) FRENTE CELULAS DE CORNEA DE COELHO

A avaliagdo da citotoxicidade dos composto de coordenacao de ferro(II) e cobre(Il)
foi realizada para selecionar compostos com baixo potencial citotdoxico para dar continuidade
aos estudos de avaliacdo de atividade anti-Acanthamoeba. Células de cérnea de coelho (SIRC
- ATCC® — CCL 60) foram mantidas em garrafas de 75 cm? em meio de cultivo DMEM
suplementado com 2 mM de glutamina, 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico
(penicilina e estreptomicina), incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. Apds atingir
confluéncia de 95%, as células SIRC foram cutivadas em placas de 96 pogos a uma densidade
de 5x10° células/pogo, e tratadas com as concentragdes de 100, 50 e 25 uM dos compostos
selecionados na triagem, incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. Como
controle negativo foi utilizado meio DMEM, como controle de viabilidade foi utilizado meio
DMEM com DMSO 0,1%. Apos o tratamento, foi retirado totalmente o volume dos pocgos €
adicionado MTT 0,5 mg/mL, com leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
540 nm. Os resultados obtidos foram expressos como porcentagem de células vidveis, média e

erro desvio padrao das triplicatas.
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIAMEBIANA DOS COMPOSTOS DE
COORDENACAO DE COBRE(II) FRENTE A TROFOZOITOS

Os compostos de cobre(Il) (Cu-a-naftol-HBPA [Cpl12] e Cu-B-naftol-HBPA [Cp13])
foram selecionados para dar continuidade aos estudos de atividade antiamebiana. Os
compostos de coordenagdo Cpl2 e Cpl3 foram avaliados nas concentragdes de 200, 100, 75,
50, 25, 10, 7,5 ¢ 5 uM dos compostos frente a 8x10° trofozoitos/mL, em placas de 96 pogos.
Os ligantes e sais metalicos também foram avaliados. As placas foram incubadas a 30 °C no
periodo de 24 h. Oito horas antes do periodo final de incubacdo, adicionou-se 10% do volume
final do pogo de alamarBlue® (Invitrogen). Apds o periodo de incubagio, 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 PYG. Como controle
positivo foi utilizada a clorexidina, antisséptico utilizado como primeira linha para o
tratamento do CA nas concentracdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12 ¢ 1,56 uM. Com a
finalidade de comparar a atividade dos compostos de coordenagao de cobre(II), foi avaliada a
atividade do andlogo Cu-HBPA (Cpl5) e seu respectivo ligante, HBPA (Cp16), nas mesmas

concentragdes. Os compostos de coordenagado utilizados estdo apresentados na figura 4.
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Figura 4: Estruturas moleculares dos compostos de coordenacao de cobre(Il) e clorexidina
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Estruturas moleculares dos compostos de coordenagdo de cobre(Il). A: Cp5 — ligante o-HBPA (1-[2-
hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(1-naftiloxi)-2-propanol); B: Cp12 — Cu-a-naftol-HBPA; C: Cp6 — ligante
B-HBPA (1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2-propanol); D: Cp13 — Cu-B-naftol-HBPA,;
E: Cpl6 — ligante HBPA ((2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil) amina,); F: Cpl5 — Cu-HBPA; G: CLX —
Clorexidina. Fonte: FERNANDES et al.,2015; BORGES et al., 2016.
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Os experimentos foram realizados em triplicatas independentes. Os resultados foram
expressos como porcentagem de trofozoitos viaveis e erro padrao da média. A CAIM foi
estabelecida pela observagdo da inibicdo de >90% do crescimento visivel dos trofozoitos
(MITSUWAN et al., 2021; SANGKANU et al., 2021) e a concentragdo inibitoria média

(CI50) foi calculada a partir de regressao linear utilizando um intervalo de confianca de 95%.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE CISTICIDA DO COMPOSTO DE COORDENACAO
DE COBRE(II) CP12
A avaliagdo da atividade cisticida do composto 12 (Cu-a-naftol-HBPA), ligante (o-
naftol-HBPA) e sal de cobre (CuCI2.2H20) foi realizada da seguinte forma: apds a obtencao
dos cistos conforme descrito no item 4.1, cistos maduros foram centrifugados e lavados duas
vezes com PBS 1X. O ensaio foi realizado em placas de 96 pogos, no qual foi adicionado 100
pL de uma suspensdo de 8x10* cistos/mL aos pogos contendo 100 pL das seguintes
concentragdes de composto: 200, 50 e 25 uM. As placas foram incubadas a 30 °C por 24 e 48
h. Como controle positivo foi utilizada clorexidina a 200 pM e o como controle negativo foi
utilizado dimetilsulféoxido a 0,1%. Apos o periodo de incubagdo foi realizado dois
procedimentos independentes: a avali¢do da viabilidade e a capacidade de desencistamento.
Os cistos viaveis foram quantificados em camara de Fuchs-Rosenthal, utilizando o
corante de viabilidade azul de tripan 0,4%. Os ensaios foram realizados em triplicatas
independentes. Os resultados obtidos foram expressos como porcentagem média de cistos

vidveis e erro padrdao da média das triplicatas.

4.8 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS DE COORDENACAO DE
COBRE(II) CP12 E CP13 FRENTE CELULAS DE CORNEA DE COELHO

O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando os compostos selecionados na
triagem (Cu-a-naftol-HBPA [Cpl12] e Cu-B-naftol-HBPA [Cp13]), seus respectivos ligantes
(a-naftol-HBPA [Cp5] e B-naftol-HBPA [Cp6]) e sal de cobre (CuCL.2H,O [Cp2]). Para a
avaliagdo foram utilizadas células de cornea de coelho (SIRC - ATCC® — CCL 60). As
células foram mantidas em garrafas de 75 cm? em meio de cultivo DMEM suplementado com
2 mM de glutamina, 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico (penicilina e

estreptomicina), incubadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO». Apods atingir confluéncia de
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95%, as células SIRC foram cultivadas em placas de 96 pogos na densidade de 5x10°
células/poco, no dia seguinte foram tratadas com as concentragdes de 200, 100, 75, 50, 25 e
10 uM dos compostos e incubadas por 24 h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,. Como
controle negativo foi utilizado meio DMEM, como controle de viabilidade foi utilizado meio
DMEM com DMSO 0,1%. Apos o tratamento, foi retirado totalmente o volume dos pogos e
adicionado MTT 0,5 mg/mL para posterior leitura em espectrofotometro em comprimento de
onda de 540 nm. Os resultados obtidos foram expressos como porcentagem de células viaveis
média e erro padrdo das triplicatas. A concentragdo citotoxica média (CC50) foi calculada a
partir de regressdo linear utilizando um intervalo de confianca de 95%. O indice de

seletividade foi calculado utilizando a seguinte equacao:

Equagdo 2: Calculo do indice de seletividade

_ €C50 (células SIRC)
B CI50(trofozoitos)

Fonte: NAVA-ZUAZO et al., 2010

49 AVALIACAO DA ASSOCIACAO DO COMPOSTO DE COORDENACAO DE
COBRE(II) CP12 E CLOREXIDINA

O ensaio de tabuleiro de damas (MITSUWAN et al., 2021; SANGKANU et al.,
2021) com modificacdes foi utilizado para avaliar a interagdo entre o composto selecionado e
a clorexidina, a fim de observar efeitos sinérgicos. Uma suspensdo de 8x10° trofozoitos/mL
foi inoculada em placas de 96 pocos contendo os compostos diluidos em PYG com as
seguintes concentracdes 1/64 MIC, 1/32 MIC, 1/16 MIC, 1/8 MIC, 1/4 MIC, 1/2 MIC, MIC,
obtendo-se um volume final de 100 pL. As dilui¢des foram distribuidas de forma que todas as
concentracoes do composto 12 disposto na vertical (A) combinassem com todas as
concentracdoes da clorexidina dispostas na horizontal (B), obtendo-se um total de 49

combinagdes, apresentadas esquematicamente na figura 5.



Figura 5: Combinagdes ensaio de associagdo entre o composto de coordenagdo de cobre(Il) e
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clorexidina
Cpl2 Clorexidina
Identificacao Concentracao Identificacao Concentragao

A CAIM -200 uM 1 CAIM -200 uM

B 1/2 CAIM - 100 uM 2 1/2 CAIM - 100 uM
C 1/4 CAIM - 50 uM 3 1/4 CAIM - 50 uM
D 1/8 CAIM - 25 uM 4 1/8 CAIM - 25 uM
E 1/16 CAIM - 12,5 uM 5 1/16 CAIM - 12,5 uM
F 1/32 CAIM - 6,25 uM 6 1/32 CAIM - 6,25 uM

As letras e o nimeros correspondem a uma concentragdo especifica, unindo-se uma letra a um niimero tem-se
uma associagdo de compostos. Exemplo: Combinagdo Al = 200 uM de Cpl2 + 200 uM de clorexidina;
Combinagdo F2 = 6,25 uM de Cp12 + 100 pM de clorexidina. Fonte: Autora.

As placas foram incubadas a 30 °C no periodo de 24 h. Oito horas antes do periodo
final de incubagdo, adicionou-se 10% do volume final do pogo de alamarBlue® (Invitrogen).
Apds o periodo de incubacdo, 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 PYG, considerando-0100% de viabilidade. Os experimentos
foram realizados em triplicatas independentes. A avaliagdo dos resultados foi definida como o
indice de Concentragio Inibitoria Fracionada (ICIF), que foi calculado utilizando a equagio 3

e o resultado foi interpretado conforme apresentado no quadro 2.

Equagio 3: Indice de Concentragdo Inibitoria Fracionada

ICIF CAIM combinac3o do composto A + composto B

CAIM do composto A sozinho
CAIM combinacio do composto B + composto A

* CAIM do composto B sozinho

Fonte: MITSUWAN et al., 2021; SANGKANU ef al., 2021; SANGKANU et al., 2021
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Quadro 3: Interpretagdo da associagdo dos compostos

Sinergia ICIF <0,5
Indiferenca ICIF>0,5e<2
Antagonismo ICIF > 2

Fonte: MITSUWAN et al., 2021; SANGKANU et al., 2021

4.10 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA DE TROFOZOITOS APOS
TRATAMENTO COM COMPOSTO DE COORDENACAO DE COBRE(I) CP12
4.10.1 Marcac¢ao com Laranja de Acridina e Brometo de Etidio

O ensaio de marcagdo com laranja de acridina e brometo de etidio foi conduzido de
seguinte forma: uma suspensio de 8x10° trofozoitos/mL foi incubada a 30 °C com a
concentragdo de CI50 de 9,4 uM para Cpl2 por 24 h em placas de 96 pogos. Posteriormente,
os trofozoitos foram recuperados e lavados com PBS 1X, o sobrenadante foi descartado e foi
realizada a adigdo de uma solugdo previamente preparada contendo laranja de acridina 1,2
ug/mL e brometo de etidio 4 ng/mL. Como controle negativo foi utilizado 0,1% de DMSO.
As alteracdes morfologicas foram observadas por microscopia de fluorescéncia entre lamina e
laminula. O ensaio foi realizado em duplicata. A integridade da membrana permite classificar
as c¢lulas da seguinte forma: 1) células vidveis — marcadas em verde; 2) células em apoptose
— marcadas em verde e cromatina condensada ou marcadas em verde e laranja, indicando
perda da permeabilidade da membrana; e 3) células em necrose — totalmente marcadas em

alaranjado (FERNANDES et al., 2015).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Para realizagdo da analise estatistica foi utilizado o programa GraphPadPrisma 5.0. Os
dados foram apresentados como média e erro padrao da média, e o teste ANOVA com pos
teste de Turkey foi utlizado. O nivel de significdncia adotado para os ensaios foi definido

como p <0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PERFIL DE CRESCIMENTO EM MEIO PYG

Para avaliar a caracteristica de crescimento da cepa A. castellanii T4 (ATCC 50492)
utilizada para os ensaios de triagem, realizou-se o estudo da curva de crescimento em meio
PYG ao longo de oito dias com leitura a cada 24 horas. A cepa apresentou crescimento
exponencial entre 24 h e 96 h, com breve platé de crescimento em 120 h (figura 6). Com o
resultado obtido foi possivel calcular a taxa de crescimento e tempo de geragdo da cepa, pode-

se verificar que o tempo de geragdo médio foi de 27,4 h (tabela 2).

Figura 6: Curva de crescimento ATCC50492
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Tabela 2: Taxa média de crescimento

Taxa de crescimento Tempo de geracio (h)
(geracoes/h)
Acanthamoeba castellanii
(ATCC50492) 0,0365 274

Fonte: Autora

Nesse ensaio também foi possivel observar as caracteristicas morfologicas dos
trofozoitos no meio rico para o crescimento, no qual apresentaram-se ameboides, com
presenca de projecdes citoplasmaticas caracteristicas (acantopddios) e poucos vacuolos,
demostrando auséncia de estresse osmotico. Sendo assim, optou-se por utilizar culturas em

fase exponencial com 120 h de crescimento nos experimentos de triagem de compostos.
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5.2 OTIMIZACAO DE TESTE DE VIABILIDADE CELULAR COM ALAMAR BLUE®

5.2.1 Determinacio das densidades de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii para

avaliaciio da viabilidade por AlamarBlue®

No presente trabalho, a padronizagdo da avaliagdo da viabilidade de trofozoitos de 4.
castellanii (ATCC 50492) por alamarBlue® (Invitrogen) foi realizada em dois tempos de
exposicdo (6 h e 8 h). Quando o alamarBlue® foi adicionado seis horas antes do fim da
incubagdo ndo houve diferenca entre a fluorescéncia emitida em comparagdo com o controle
negativo e com os po¢os contendo maior densidade. Sendo assim, optou-se por seguir 0s
ensaios utilizando a leitura por fluorescéncia com adi¢io de alamarBlue® oito horas antes do
final do periodo de incubagdo. As faixas de emissdo e excitacdo para a leitura foram
selecionadas com base nos artigos publicados na literatura com a utilizacdo de alamarBlue
para Acanthamoeba spp. ¢ para demais células, optando-se por utilizar 530nm/615nm e
530nm/590nm.

Os resultados encontrados no ensaio estdo apresentados na figura 7. A partir dos
dados encontrados de fluorescéncia emitida pelas células vidveis nas curvas de densidade
celular foi possivel calcular o coeficiente de determinagio (r?) da regressdo linear. Quanto
mais proximo o coeficiente de determinacao for de 1, significa que os valores encontrados
estdo proximos a linha de regressdo, ou seja, a variabilidade dos dados estd mais proxima de

sua média.
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Figura 7: Curva de densidade de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii (ATCC 50492) para
otimizag¢do do método de viabilidade celular pelo AlamarBlue®
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Avaliagio da viabilidade de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii (ATCC 50492) por alamarBlue®.

Fluorescéncia avaliada em 24 h (A) e 48 h (B) de incubag@o. Fonte: Autora

O valor de r? das curvas de densidade celular no qual a leitura da fluorescéncia foi

realizada em 530 nm emissdo e 615 nm de excitagdo apresentaram melhores resultados, 0,985

e 0,975 para 24 h e 48 h, respectivamente, sendo assim os resultados corroboram com

utilizados por Jha e colaboradores (2015) no qual utilizaram a leitura de fluorescéncia para

avaliar a viabilidade celular com alamarBlue®. Neste ensaio, também foi possivel avaliar o

comportamento da fluorescéncia em relagdo a densidade de trofozoitos, no qual observa-se

que a fluorescéncia emitida ¢ maior quanto maior a densidade de c€lulas e no caso de baixas

densidades o método ¢ pouco eficaz, sendo necessario maiores periodos de incubagdo. Com
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base nos resultados obtidos, optou-se por utilizar as densidades 8x10° trofozoitos/mL e 8x10*

trofozoitos/mL nos ensaios subsequentes.

5.2.2 Susceptibilidade dos trofozoitos de Acanthamoeba castellanii a clorexidina pelo
ensaio de AlamarBlue®

Os trofozoitos foram avaliados em duas densidades diferentes, 8x10° trofozoitos/mL e
8x10* trofozoitos/mL frente a seis concentragdes diferentes de clorexidina (50 pM, 25 uM,
12,5 uM, 6,2 uM, 3,1 uM, 1,5 uM), com periodo de incubagdo de 24 h e 48 h. A leitura da
fluorescéncia foi realizada novamente em dois comprimentos de onda, 530 nm emissdo e 615
nm de excitagdo — comprimento de onda utilizado na literatura para leitura de fluorescéncia
em ensaios com alamarBlue® e trofozoitos de Acanthamoeba spp. — e 530 nm emissdo e 590
nm de excitagdo — comprimento de onda utilizado para demais células eucarioticas.

Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 8, no qual observa-se a diminuigao da
densidade celular em decorréncia do tratamento com concentracdes altas de clorexidina. Os
valores do niimero relativo (%) de trofozoitos vidveis pela reducdo de alamarBlue® foram

semelhantes para os dois comprimentos de onda avaliadas no ensaio.
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Figura 8: Avaliacdo da viabilidade dos trofozoitos de Acanthamoeba castellanii

frente a clorexidina pelo ensaio de alamarBlue®
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uM, 6,2 uM, 3,1 pM, 1,5 uM). A e B: Densidades de trofozoitos 8x10° trofozoitos/mL em 24 h e 48 h de
incubagdo, respectivamente. C ¢ D: Densidades de trofozoitos de 8x10* trofozoitos/mL em 24 h e 48 h de
incubacado, respectivamente C-: Controle negativo, trofozoitos em DMSO 0,1% PYG. *Valor de p < 0,05

comparado com o controle negativo (pos-teste Turkey). Fonte: Autora

Os ensaios realizados demostram que as leituras realizadas com o comprimento de
onda de 530 nm /590 nm, apresentaram valores de porcentagem maiores de redugdao do
alamarBlue e maiores valores de desvio padrao quando comparadas aos resultados obtidos
pela leitura no comprimento de 530 nm/615 nm, sendo assim, optou-se por realizar os
experimentos seguindo o comprimento de onda de 530 nm/615 nm, como descrito na

literatura para trofozoitos de Acanthamoeba spp.
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5.3 TRIAGEM DE COMPOSTOS COM ATIVIDADE ANTI-Acanthamoeba FRENTE A
TROFOZOITOS

5.3.1 Derivados isoxazolil-sulfonamidas

As sulfonamidas estdo entre os mais diversos farmacos utilizados para o tratamento de
infeccdes causadas por Acanthamoeba spp., sendo relatado principalmente para o uso na
EAG. A classe das sulfas sao farmacos que possuem diferentes utilizagdes, sendo que,
modificagdes na estrutura mostram sua versatilidade (PATRICK, 2017; KALRA et al., 2020).
Neste contexto, o estudo recente de Rosa e colaboradores (2018) realizou a sintese de
moléculas derivados do isaxolil-sulfonamidas, obtendo compostos com potencial tripanocidas
e leishmanicidas.

No presente trabalho, quatro moléculas (tabela 1, pag. 37) derivadas do isoxazolil-
sulfonamidas foram avaliadas frente trofozoitos de Acanthamoeba spp. na concentracao de 50
uM apds a incubacdo por 24 h. A figura 9 demostra a porcentagem de viabilidade dos
trofozoitos, no qual € possivel observar baixa atividade das moléculas testadas, sendo que
todas apresentaram viabilidades superiores a 80% e ndo houve diferenga em relacdo ao
controle negativo (p>0,05). A andlise observacional dos trofozoitos também foi realizada em
6 h antes do fim do periodo de incubagdo e no momento da contagem, no qual foi possivel
observar trofozoitos com formas ameboides e presenca de projecdes citoplasmaticas
(acantopodios), pouco vacuolizados e granulosos, caracteristicas semelhantes encontradas no

controle negativo.
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Figura 9: Avaliagdo da atividade anti-Acanthamoeba dos compostos derivados isaxolil-
sulfonamidas
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Ensaio de viabilidade de cepa ATCC 50492 apos incubagao por 24 h com 50 uM de derivados de sulfonamidas.
C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em PYG. Fonte: Autora

O mecanismo de acdo das sulfonamidas nos microrganismos como bactérias, atua
bloqueando sinteses que transformam o acido para-aminobenzoico (PABA) em 4cido folico,
inibindo a via de producdo de bases nitrogenadas (purinas) que iriam originar os acidos
nucleicos, sendo assim sdo considerados bacteriostaticos, pois impedem a multiplicagdo dos
microrganismos (RANG et al., 2016). Baseado neste conceito, uma das possibilidades para a
baixa atividade observada dos compostos derivados de sulfonamidas testados nesse trabalho ¢
o baixo periodo de incubagdo, uma vez que a taxa de geracdo da cepa estudada ¢ de 27,4
horas. Para observar o efeito amebostatico dos compostos em estudo, ensaios com maior
tempo de incubacdo serdo realizados futuramente. Mehlotra e Shukla (1993) foram os
primeiros a avaliar sulfonamidas in vitro frente Acanthamoeba spp., no qual obtiveram CI50
variando entre 3,89 uM a 21,2 pM com um periodo de incubacdo de até 120 h. Ja
Nakaminami e colaboradores (2017) apenas obtiveram atividade anti-Acanthamoeba apos 168

h (7 dias), com resultados de CI50 variando de 1,7 uM a 8,8 uM.
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5.3.2 Derivados triazolicos do O-metil-olivetol

Inimeras espécies de plantas da familia Myrtaceae ja foram descritas com atividade
anti-Acanthamoeba, assim como alguns compostos extraidos de seus extratos (OLIVEIRA;
DIAS; CAMARA, 2005). Estudo de Casara (2019) descreveu o uso do O-metil-olivetol, um
composto extraido de Eugenia hiemalis, com resultados promissores para a atividade anti-
Acanthamoeba, sendo assim, no presente estudo, uma série de derivados do O-metil-olivetol
com modificagdes moleculares foram avaliadas frente trofozoitos da cepa ATCC 50492 na
concentragdo de 50 uM.

Os resultados de viabilidade dos trofozoitos ap6s 24 h de incubagdo sdo apresentados
na figura 10, na qual é possivel observar que ndo houve diminuicdo da viabilidade para a
maioria dos compostos testados, exceto o composto Me2, que inibiu o crescimento de 31,5 +

3,6% dos trofozoitos (p<0,05).

Figura 10: Avaliagdo da atividade anti-Acanthamoeba dos compostos semissintéticos
derivados do O-metil-olivetol
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Ensaio de viabilidade de cepa ATCC50492 apos incubagdo por 24 h com 50uM de derivados do O-metil-
olivetol. C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em meio PYG. * Valor de p < 0,05 comparado com o controle

negativo (pos-teste Turkey). Fonte: Autora

Considerando a enzima 14a-desmetilase como possivel alvo para as moléculas
avaliadas neste trabalho € possivel comparar as estruturas e deduzir a acdo observada in vitro.

Neste grupo de compostos, o derivado Me2 apresentou melhor atividade, a presenca de uma
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pentila ligados ao anel aromatico, pode indicar melhor encaixe da molécula ao alvo, ja que a
enzima posssue dois importantes sitos de ligagdo para interacdes hidrofobicas. Quando
observado o composto Me5, este também apresenta um ligante de carbonos, porém
diferentemente do composto Me2, esse grupamento ¢ volumoso e ndo linear, neste caso,
obteve-se viabilidades de 82%. J4 quando comparado o composto Me2 aos compostos Mel e
Me4, estes apresentam grupamentos menores, o que pode indicar que a molécula Me2 se
encaixa a uma regido hidrofébica que pode estar relacionada a sua maior agdo comparada aos
demais compostos. Quando observada as moléculas Me3, Me7, Me8, Me9 e Mel0, estas
possuem grupamentos que permitiriam ligacdes de hidrogénio com o alvo, porém ndo se
observa reducdo significativa da viabilidade quando comparada ao controle, indicando
novamente que o alvo nos trofozoitos permitiria uma interagao hidrofébica com as moléculas.

O valor encontrado de redu¢do de viabilidade para o composto Me2 ainda se mostra
pequeno, ja que quando comparado com os farmacos disponiveis para o uso contra
Acanthamoeba spp. observa-se uma concentragdo amebicida inibitéria minima (CAIM; a
menor concentracao capaz de inibir 90-100 % dos trofozoitos) de 1 uM a 25 uM, e neste caso
o composto Me2 a uma concentragdo de 50 pM, inibiu o crescimento de aproximadamente
32% dos trofozoitos (CARRIJO-CARVALHO et al., 2017; TARAVAUD; LOISEAU,;
POMEL, 2017). O composto Me2 pode ser considerado uma molécula promissora, novas
modifica¢des na estrutura podem ser feitas com o objetivo de avaliar o alvo nos trofozoitos e
potencializar a atividade, como também ampliar o tempo de avaliagdo do composto frente aos

trofozoitos e ensaios de sinergismo com farmaco padrao ouro.

5.3.3 Compostos de coordenacio

O uso de compostos de coordenagdo na busca de novos farmacos para infecg¢des
causadas por Acanthamoeba spp. € uma abordagem recente. Neste trabalho foi realizada a
avaliag¢do da atividade anti-Acanthamoeba de sete compostos de coordenagdo, assim como 0s
ions metalicos e ligantes que os compde, totalizando 14 compostos testados, apresentados no
quadro 1 da pagina 31.

O ensaio de triagem dos compostos de coordenacdo foi conduzido com concentragdes
de 100 uM e 50 uM, com periodo de incubagdo de 24 h e 48 h e como controle positivo foi
utilizado clorexidina a 100 pM. Foi realizada a analise observacional (figura 11) dos

trofozoitos em contato com os compostos 6 h antes do final do periodo de incubacao. Para os
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compostos de coordenacdo foi possivel observar trofozoitos arredondados, granulosos e
hipervacuolizados. Com periodo de incubacdo de 24 h, observou-se a presenca de debris

celulares e lise celular em todos os pogos, exceto no controle negativo e sais metalicos.

Figura 11. Efeito do composto de coordenagdo cobre(Il) Cp12 na morfologia de trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii.

Controle negativo tratado com 0,1% de DMSO (A) composto de coordenagdo Cpl12 a 100 uM (A) e 50 uM (B)
apos 24h de incubagdo. As setas indicam debris celulares e células arredondadas. Aumento de 20x; Barra 20 um.

Fonte: Autora

Os resultados obtidos do ensaio de viabilidade estdo apresentados na figura 12, na qual
pode-se verificar que os todos os compostos de coordenacdo apresentaram um efeito anti-
Acanthamoeba maior quando comparados com os sais metalicos (Cpl e Cp2) e seus ligantes
(Cp3 — Cp7). O controle positivo, clorexidina a 200 uM promoveu 100% de morte dos

trofozoitos (resultado ndo apresentado na figura).
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Figura 12: Avaliagdo da atividade anti-Acanthamoeba dos compostos de coordenacgao, sais
metalicos e ligantes
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Ensaio de viabilidade dos sais metalicos, ligantes e compostos de coordenacdo a uma concentragdo de 100 uM
(A e B)e 50 uM (C e D) frente a cepa ATCC 50492 apods incubagdo por 24 h e 48 h. C-: Controle negativo,
DMSO 0,1% em PYG. * Valor de p < 0,05 comparado com o controle negativo (pos-teste Turkey). Fonte:

Autora

Dos compostos de coordenagao avaliados, o complexo Cp8 e Cp9 contendo ferro(II)
foram os que apresentaram maior efeito sobre os trofozoitos, com viabilidade de 5,29 + 0,92%
e 12,90 + 1,19% respectivamente, em 24 h de exposi¢cdo na concentragdo de 100 uM. J4 para
a exposi¢ao de 48 h a uma concentragdo de 100 uM, os compostos Cp8 e Cp9 apresentaram

viabilidade de 7,28 £ 1,02% e 12,7 + 1,10%, respectivamente. Os compostos de coordenagao
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de cobre(Il) Cpl2 e Cpl3, também apresentaram bons resultados na inibi¢ao dos trofozoitos,
0s quais demonstraram viabilidade de 14,3 + 0,57% e 15,7 = 0,91%, respectivamente, com
exposicao por 24 h a 100 uM. Ja para a exposicao de 48 h, na concentracdo de 100 uM, os
compostos Cpl2 e Cpl3 apresentaram viabilidade de 7,28 + 0,80% e 3,49 + 1,32%,
respectivamente. Nos testes com concentracao de 50 uM, observou-se viabilidades de 29,07 +
6,76% e 14,29 + 2,86% para os compostos Cpl2 e Cpl3, respectivamente, apos 24 h de
incubagdo. Ja para a exposicao por 48 h, obteve-se resultados de viabilidade dos trofozoitos
de 17,44 + 3,87% ¢ 19,65 + 4,78% para os compostos Cpl2 e Cpl3, respectivamente. Os
compostos Cp8, Cp9, Cpl2 e Cpl3 foram selecionados para avaliagdo prévia da

citotoxicidade.

5.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS DE COORDENACAO DE
FERRO(III) E COBRE(II) FRENTE CELULAS SIRC

Foi realizado um ensaio de preliminar para avaliagdo da citotoxicidade dos
compostos de coordenagdo que se mostraram mais ativos contra A. castellanii, sendo esses
Cp8 e Cp9 compostos de coordenagdao de ferro(Ill), e Cpl2 e Cpl3 compostos de
coordenacdo de cobre(Il). As concentracdes avaliadas foram de 100 uM, 50 uM e 25 uM,

periodo de incubagdo de 24 h. Os resultados obtidos sdo apresentados na figura 13.

Figura 13: Avaliagdo da citotoxicidade dos compostos de coordenagdo de cobre(Il) e ferro(III)
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Ensaio de citotoxicidade utilizando os compostos de coordenagdo Cp8; Cp9; Cpl2 e Cpl3 frente células SIRC
apos incubagdo de 24 h. C-: Controle de viabilidade DMSO 0,1%; * Valor de p < 0,05 comparado com o
controle negativo (pds-teste Turkey). Fonte: Autora

Os resultados demonstram que a viabilidade celular variou conforme as
concentragdes dos compostos avaliados, quanto maior a concentragdo do composto, maior o
dano as células SIRC. Os compostos de coordenagdo de ferro(Ill) (Cp8 e Cp9) foram menos
citotoxicos nas maiores concentragdes testadas quando comparados aos compostos de
coordenacdo de cobre(Il) (Cpl2 e Cpl3). O composto Cp8 apresentou viabilidade celular de
34,4 £ 3,51%, 60,5 £ 5,33% e 70,3 £ 6,25% para as concentra¢des de 100 uM, 50 uM e 25
uM, respectivamente. J4 o composto Cp9 apresentou resultados de viabilidade de 59,7 +
2,94%, 73,1 £ 1,36% e 76,5 + 5,3% para as concentragdes de 100 uM, 50 uM e 25 uM,
respectivamente. Quando avaliado os compostos de coordenagdo de cobre(Il), os resultados
encontrados foram de 6,75 £+ 0,21%, 63,2 £ 2,58% ¢ 77,53 + 7,69% para o composto Cp12
nas concentragdes de 100 uM, 50 uM e 25 uM, respectivamente. J& para o composto Cp13, os
resultados encontrados foram de 7,14 + 0,36, 40,9 + 1,81 e 61,2 + 5,82 para as concentragdes
de 100 puM, 50 uM e 25 puM, respectivamente. O controle de viabilidade, DMSO 0,1%

apresentou resultados acima de 95% (p>0,05) (resultado ndo apresentado na figura).

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIAMEBIANA DOS COMPOSTOS DE
COORDENACAO DE COBRE(II) (CP12 E CP13) FRENTE A TROFOZOITOS

De acordo com os resultados apresentados no item 5.3 e 5.4, os compostos de
coordenagdo de cobre(Il) Cpl2 e Cpl3 foram selecionados para avaliar a sua atividade frente
trofozoitos em faixa de concentracdo ampliada, pois apresentaram resultados de reducao da
viabilidade dos trofozoitos maiores que os compostos de coordenagdo de ferro(Ill) (CpS8 e
Cp9), quando a concentracdo dos compostos foi reduzida (50 uM), além de apresentarem
resultados satisfatorios para o ensaio de citotoxicidade.

O ensaio foi conduzido com concentracdes de 200, 100, 75, 50, 25, 10, 7,5 ¢ 5 uM
dos compostos de coordenacao, ligantes e sal metalico e as concentracdes de 200, 100, 50, 25,
12,5, 6,25 e 3,12 uM de clorexidina frente a trofozoitos com periodo de incubagdo de 24 h.
Para este ensaio também foi adicionado o andlogo (Cp16) e ligante (Cpl5) da estrutura dos

compostos Cpl2 e Cpl3, o qual ndo possui em sua molécula o ligante naftol, afim de avaliar a
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importancia do grupamento para a acdo dos composto. Como controle negativo foi utilizado

DMSO 0,1%. Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 14.
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Figura 14: Avaliacdo da atividade anti-Acanthamoeba dos compostos de coordenacao de cobre(Il), sal metalico, ligantes e clorexidina frente a
trofozoitos
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Ensaio de viabilidade do sal metalico, ligantes, compostos de coordenagdo de cobre e clorexidina frente a cepa ATCC 50492 apds incubagdo por 24 h. C-: Controle negativo,
DMSO 0,1% em PYG. Cp2: CuCl.2H,0; Cp5: ligante a-HBPA; Cp12: Cu-a-naftol-HBPA; Cp6: ligante p-HBPA; Cp13: Cu-B-naftol-HBPA; Cpl5: ligante HBPA; Cpl6:

Cu-HBPA * Valor de p < 0,05 comparado com o controle negativo (pds-teste Turkey). Fonte: Autora



Figura 15: Efeito do composto de coordenagdo cobre(Il) na morfologia de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii.
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Controle negativo tratado com 0,1% de DMSO; (A) 200 uM de clorexidina (B); CI50 clorexidina (C); 200 uM de Cp12 (D); aliquota do tratamento de 200 uM de Cpl2
corado com tripan 0,4% (E); CI50 de Cp12 (F); 200 uM de Cp13 (QG); aliquota do tratamento de 200 uM do Cp13 corado com tripan 0,4% (H); CI50 de Cp12 (I) apos 24h de

incubacdo. Setas vermelhas: debris celulares e bactérias. Setas pretas: trofozoitos arredondados, hipervacuolizados. Aumento de 400x. Fonte: Autora
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Quando comparada a concentracdo do composto com seu ligante individualmente,
obteve-se diferenca na redugcdo da viabilidade dos trofozoitos, demonstrando que os
compostos de coordenacgdo de cobre(Il) foram mais ativos que seus ligantes e sal metalico. J&
quando realizada a mesma comparagdo com a clorexidina ndo foi possivel observar diferenca
(»>0,05) entre as concentragdes, podendo indicar que os compostos de coordenacao possuem
atividade semelhante a clorexidina. Também foi possivel observar que os compostos foram
dose-dependentes, ou seja, quanto maior a concentragdo do composto, maior o efeito
amebicida frente aos trofozoitos. A avaliacdo observacional apresentada na figura 15
demonstrou trofozoitos arredondados, hipervacuolizados e inimeros debris celulares.

A clorexidina ¢ uma biguanida catidnica com atividades antimicrobianas de amplo
espectro que geralmente ¢ usada como antisséptico, desinfetante ou conservante. O
mecanismo de acdo estd relacionado a caracteristica da molécula, por ser carregada
positivamente, se liga a membrana celular carregada negativamente e aumenta a
permeabilidade resultando em danos, lise celular, extravasamento do contetido citoplasmatico
e morte celular (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; CARRIJO-
CARVALHO et al., 2017). A clorexidina ¢ utilizada como farmaco de primeira escolha para o
tratamento de CA em monoterapia ou em combinagdo com diamidinas. Também ¢ encontrada
em algumas formulagdes de solugcdes multipropdsitos para limpeza e desinfeccdo de lentes de
contato (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; CARRIJO-CARVALHO et
al., 2017).

As células apresentaram caracteristicas morfologicas semelhantes quando
comparadas ao tratamento apenas com clorexidina, sendo assim os compostos de coordenagao
de cobre(Il) podem agir da mesma forma que a clorexidina, ou seja, na membrana dos
trofozoitos e cistos.

A ampliacdo da faixa de concentra¢do dos compostos permitiu determinar o valor
CAIM e CI50 para cada composto de coordenacdo. O resultado de CAIM para os compostos e
clorexidina foi de 200 uM. Quanto aos valores de CI50, obteve-se resultados de 9,4 + 1,9 uM
para Cpl2; 83 £ 1,1 uM para Cpl3, 29,9 + 3,5 uM para Cpl6 e¢ 10,0 £ 1,14 uM para
clorexidina.

Os compostos de coordenacdo utilizados neste trabalho frente A. castellanii foram

sintetizados e descritos a primeira vez por Lopese colaboradores (2012). Fernandes e



63

colaboradores (2015) e Borges e colaboradores (2016) avaliaram os compostos de
coordenagao de cobre(Il) frente linhagens celulares de leucemia. Ja Portes e colaboradores
(2017) avaliaram o efeito frente 7. gondii. Os compostos de coordenacdo de cobre(Il)
mostraram resultados promissores contra as linhagens celulares de leucemia, no qual
apresentaram CI50 melhores que a cisplatina, medicamentos de escolha para o tratamento de
leucemias. Os autores também evidenciaram o mecanismo de indug¢do da morte celular por
apoptose ¢ comprometimento da cadeia respiratoria das células (FERNANDES et al., 2015).
Ja na avaliagdo da atividade frente 7. gondii, os compostos apresentaram resultados de CI5S0
de 0,78 e 3,57 uM para o composto Cp12 e Cp13, respectivamente. Quando comparado esses
resultados a ensaios in vitro, utilizando a sulfadiazina, tratamento de escolha para
toxoplasmose, observou-se que a CI50 obtida para os compostos de coordenagdao ¢€
aproximadamente 6 vezes menor que o tratamento de escolha (PORTES et al., 2017).

Os compostos Cpl2 e Cpl3 possuem o grupo naftol em sua molécula,
diferentemente do composto Cpl6 e apresentaram melhores resultados, com valores de CI50
trés vezes menores que Cpl6, mostrando a importincia do grupamento naftol para acdo do
composto. Esse resultado corrobora com o apresentado por Lopes e colaboradores (2012), os
quais também demostram a melhor atividade dos compostos de coordenacdo de cobre(II)

contendo o grupamento naftol, para as células de linhagem celular de leucemia.

5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE CISTICIDA DO COMPOSTO DE COORDENACAO
DE COBRE(II) CP12

A atividade cisticida dos compostos selecionados foi avaliada utilizando cistos de 4.
castellanii (ATCC 50492), os quais foram expostos a concentragdes de 200, 50, 25 e 10 uM
dos compostos Cpl2, nas concentracdes de 200 e 50 uM de clorexidina e a concentragao de
200 uM do ion metélico e ligante, durante 24 e 48 h. As viabilidades obtidas estdo
apresentadas na figura 16. Foi possivel observar o efeito cisticida do composto de
coordenacao de cobre(Il), quando comparado ao seu respectivo ligante e ao sal metalico, os
quais permaneceram com viabilidades superiores a 99% para 24 h e superiores a 85% para 48
h, mostrando que a complexagdo do ligante com o cobre foi eficiente para potencializar a

atividade bioldgica, sendo o composto 1,8 vezes mais eficiente que o ligante.
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Figura 16: Avaliagdo da atividade cisticida dos compostos de coordenacao de cobre(Il), sal
metalico, ligantes e clorexidina frente a cistos
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Ensaio de viabilidade do sal metalico, ligantes, composto de coordenagédo de cobre(Il) e clorexidina frente a cepa
ATCC 50492 apés incubagdo por 24 e 48 h. C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em Tris-HCl. CLX:
clorexidina. Cp2: CuCl2.2H20; CpS5: ligante a-HBPA; Cpl2: Cu-a-naftol-HBPA. * Valor de p < 0,05

comparado com o controle negativo (pos-teste Turkey). Fonte: Autora

Neste ensaio, foi possivel observar a viabilidade dos cistos frente ao complexo de
cobre(Il) Cpl2, a qual foi de 61,07 £ 4,49% e 52,4 + 2,53% em 24 e 48 h de incubacio,
respectivamente, para a concentracdo de 200 uM. A clorexidina demonstrou viabilidade dos
cistos de 63,7 = 4,51% e 72,71 £ 4,78% em 24 e 48 h de incubagdo, respectivamente para a
mesma concentragdo. Houve diferenca quanto ao efeito cisticida (p<0,05) do composto de
coordenacao de cobre(Il) (CP12) quando comparada a clorexidina em 48 h de incubagdo, no
qual Cp12 mostrou efeito cisticida mais eficaz que a clorexidina na concentracdao de 200 uM.

A atividade cisticida ndo foi dose dependente para as concentragdes de 25, 50 e 200
uM, somente observou-se diferenca (p<0,05) para a concentracdo de 10 uM do composto de

coordenacao de cobre(Il) (Cpl12). Esse resultado mostra-se interessante, pois a concentragao



65

de 25 uM ¢ bem tolerada por células de coérnea com viabilidade acima de 80% (figura 13, pag.
58).

A acdo da molécula sobre os cistos ¢ muito importante quando nas infecg¢des
causadas por Acanthamoeba spp., ja que os cistos sdo considerados a forma de resisténcia
deste protozoario. Além da dupla parede altamente resistente, também se sabe que os cistos
sd0 muito imunogénicos ¢ induzem a uma resposta inflamatoéria importante no processo
fisiopatologico (MCCLELLAN et al., 2002). O processo de encistamento do trofozoito na
cornea ou no sistema nervoso central dificulta muitas vezes o tratamento, pois a maioria dos
farmacos utilizados no tratamento das infecgdes acantamebianas possuem baixa atividade
para os cistos (LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; KROL-
TURMIASKA; OLENDER, 2017).

5.7 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS DE COORDENACAO DE
COBRE(II) FRENTE A CELULAS DE CORNEA

O ensaio de avaliagdo da citotoxicidade foi conduzido com linhagem de cornea de
coelho frente aos compostos de coordenagao de cobre(Il) selecionados (Cp12, Cpl3 e Cpl5),
seus respectivos ligantes (Cp5, Cp6 e Cpl6), sal de cobre (Cp2) e clorexidina. As
concentragdes avaliadas foram de 200, 100, 75, 50, 25 e 10 uM com exposi¢do de 24 h. Os

resultados obtidos estdo apresentados na figura 17.
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Figura 17: Avaliacao da citotoxicidade dos compostos de coordenacao de cobre(Il), ligantes, sal metalico e clorexidina

Ensaio de citotoxicidade utilizando compostos de coordenagao de cobre(Il), ligantes, sal metalico e clorexidina frente a ATCC CCL-60 apds incubagdo por 24 h. C-: Controle
negativo, DMSO 0,1%. Cp2: CuCI2.2H20; Cp5: ligante a-HBPA; Cp12: Cu-a-naftol-HBPA; Cp6: ligante B-HBPA; Cp13: Cu-B-naftol-HBPA; Cp15: ligante HBPA; Cp16:

Cu-HBPA * Valor de p < 0,05 comparado com o controle negativo (pos-teste Turkey). Fonte: Autora



67

Os resultados demonstram que a viabilidade celular variou conforme as
concentragdes dos compostos avaliados para os compostos contendo naftol em sua molécula,
ou seja, quanto maior a concentracdo do composto, maior o dano as células SIRC. Os
compostos foram mais citotéxicos que seus ligantes exceto o composto Cpl6, o qual ndo
apresentou citotoxicidade as células SIRC, juntamente com seu ligante. Sendo assim, a
atividade frente as formas de A. castellanii e a citotoxicidade desses compostos estd
relacionada a inser¢cdo do grupamento naftol na molécula. Ao observar os resultados de
citotoxicidade mais préximos da CI50 dos compostos selecionados e da clorexidina, a
concentragdo de 10 uM obteve-se viabilidades de 130,5 + 8,77, 85,8 + 8,27, 79,4 + 2,87%
para Cp12, Cp13 e clorexidina, respectivamente.

Este ensaio ainda permitiu realizar o célculo de CC50 dos compostos e juntamente
com o valor de CI50, pode-se calcular o IS que estdo apresentados na tabela 3. Os resultados
de CC50 foram de 62,0 £+ 3,5 uM para Cpl12, 36,5 + 2,6 uM para Cp13 e 53,2 + 3,6 uM para

Clorexidina.

Tabela 3: Valores de CI50, CC50 e IS para os compostos de coordenacao de

cobre(1I) e clorexidina

Compostos Cr+ CccC* IS**
Cpl2 ‘ 94+1,9 uM 62,0+ 3,5 uM 6,6
Cpl3 ‘ 83+ 1,1 yM 36,5+2,6 UM 4,4
Clorexidina ‘ 10,0 + 1,14 uM 532+ 3,6 UM 5,32

* Resultados expressos em média = EP; ** Razdo entre CI50 dos trofozoitos/CC50 das células SIRC

O indice de seletividade (IS) permite avaliar a seletividade do composto entre as
células da coérnea e os trofozoitos. Segundo, Nava-Zuazo e colaboradores (2010) compostos
com IS < 10, sdo considerados altamente citotoxicos e de baixa seletividade ao protozoario,
sendo assim, a eficacia bioldgica ¢ devida a citotoxicidade apresentada in vitro. Os resultados
obtidos demonstram IS de 6,6 para o composto Cpl2 e 5,32 para clorexidina, ou seja, o

composto foi 6,6 vezes mais seletivo aos trofozoitos do que as células da cérnea. Sendo
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assim, mesmo o composto apresentando IS < 10, ele apresenta resultado superior ao

apresentado pelo tratamento de primeira escolha para CA.

5.8 AVALIACAO DA ASSOCIACAO DO COMPOSTO DE COORDENACAO DE
COBRE(II) CP12 E CLOREXIDINA

O uso de ensaios de associagdo de farmacos ¢ muito utilizado para avaliar a interacao
sinérgica ou antagonica de dois ou mais compostos frente a diferentes microrganismos, como
bactérias, fungos e protozoarios. Dentre as metodologias utilizadas, o tabuleiro de damas
(checkerboard) permite avaliar essas interagdes realizando multiplas dilui¢des dos compostos
desejados em placas de microtitulagdo (ODDS et al., 2003; MITSUWAN et al., 2021).

A avaliacao da associagdo dos compostos selecionados foi conduzida utilizando 7
concentragdes diferentes para cada composto, realizando diluigdes seriadas a partir do seu
resultado de CAIM, obtendo-se assim 49 diferentes combinagdes. Os resultados obtidos do

ensaio de associagdo estdo apresentados na figura 18 e tabela 4.
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Figura 18: Avaliacao da associa¢ao do composto de coordenagao de cobre(Il) e clorexidina
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Ensaio de viabilidade do composto de coordenacdo de cobre(Il) e clorexidina frente a cepa ATCC 50492 apds
incubagdo por 24 h. A: viabilidade dos compostos isolados nas concentragdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25
uM. B: viabilidade da associagdo de Cp12 e clorexidina. C-: Controle negativo, DMSO 0,1% em PYG. * Valor

de p < 0,05 comparado com o controle negativo (pds-teste Turkey). Fonte: Autora

Tabela 4: Concentra¢do amebicida inibitoria minima e indice de concentragao inibitéria
fracionada da associacao entre clorexidina e Cpl2 contra Acanthamoeba castellanii

CAIM (uM) ICIF Relacio
Clorexidina Cpl2 Clorexidina (F5) CP12 (F5)
200 200 12,5 6,25

0,09375 Sinergismo
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Fonte: Autora

Apesar do potencial amebicida da clorexidina, o uso isolado na clinica para o
tratamento da CA apresenta efeitos adversos devido ao uso por tempo prolongado e casos de
recidiva devido a resisténcia do protozoario a este medicamento. Atualmente a clorexidina ja
vem sendo utilizada em combinag¢do com diamidinas, azéis, polienos, entre outros, a fim de
ampliar a agdo frente as formas de vida do protozoario e reduzir os efeitos adversos
(LORENZO-MORALES; KHAN; WALOCHNIK, 2015; LACERDA et al., 2020).

Para todas as combinagdes avaliadas no presente estudo, obteve-se reducdao da
viabilidade dos trofozoitos (p<0,05) em relagdo ao controle negativo e concentragdes isoladas.
A combinagdo F5 foi a que apresentou menores concentragdes dos compostos, 6,25 uM de
Cpl2 + 12,5 uM de clorexidina, e maiores efeitos amebicidas, o qual obteve-se resultados de
viabilidade 9,55 + 0,47% de trofozoitos viaveis. A analise observacional das combinacdes
demostrou debris celulares e trofozoitos hipervacuolizados, granulosos, arredondados,

caracterizando o estresse celular (figura 19).
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Figura 19: Efeito da associagdo de clorexidina e composto Cp12 na morfologia de trofozoitos
de Acanthamoeba castellanii

A ‘ B

Assomag:ao B2 (100 uM de clorex1d1na + 100 uM de Cpl2) (A); Aliquota da associacdo B2 (100 uM de
clorexidina + 100 uM de Cp12) Corado com tripan 0,4% (B); Associagdo F5 (12,5 uM de clorexidina + 6,25 uM
de Cp12) (C); Aliquota da associagdo F5 (12,5 uM de clorexidina + 6,25 pM de Cp12) Corado com tripan 0,4%
(B). Aumento de 400x. Fonte: Autora

As interagdes sinérgicas entre compostos apresentam beneficios importantes, como
no trabalho de Heredero-Bermejo e colaboradores (2016), que demostrou sinergia entre a
associagdo de clorexidina e dendrimeros. J& Sangkanu e colaboradores (2021) evidenciaram
sinergia entre a clorexidina com dendrimeros e extratos de Garcinia mangostana. Ambos 0s
trabalhos observaram uma redugdo expressiva da concentracdo dos dois compostos utilizados

na associagao.
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5.9 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DA MEMBRANA

Neste ensaio foi realizada a avaliagdo da integridade da membrana de trofozoitos
utilizando a dupla marcagao de laranja de acridina e brometo de etidio. A cepa ATCC 50492
foi exposta a CI50 do composto Cpl2 durante 24 h. Apds este periodo, as células foram
observadas por microscopia de fluorescéncia.

Os resultados obtidos estao apresentados na figura 20, o qual € possivel observar no
controle negativo os trofozoitos marcados totalmente em verde, mostrando células integras
sem perda na permeabilidade da membrana, ja para os trofozoitos tratados com a CI5S0 do
composto Cpl2, observa-se células marcadas em verde, condensagdo de cromatina e células

com a dupla coloragao podendo indicar um processo de apoptose.
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Figura 20: Microscopia de fluorescéncia para avaliagao de trofozoitos de Acanthamoeba
castellanii tratados com compostos de coordenagdo de cobre(Il) CP12 marcados laranja de
acridina e brometo de etideo

A B

Ensaio de avaliagdo da permeabilidade da membrana de trofozoitos, utilizando cepa ATCC 50492 exposta a
CI50 do composto Cpl2 por 24 h. Controle negativo, DMSO 0,1% (A); Trofozoitos tratados com CI50 de Cp12
(B e C). Setas vermelhas: células com dupla colora¢do e cromatina condensada, apoptose tardia. Barra 20um.

Aumento de 400x.

As observagoes realizadas demostram que os trofozoitos morreram por apoptose. Os
resultados obtidos corroboram com Fernandes e colaboradores (2015) que também avaliaram
a acdo do composto Cpl2 frente a células de linhagens de leucemia, o qual também
evidenciaram a morte por apoptose. Novos ensaios devem ser realizados a fim de consolidar o
mecanismo de morte celular e mecanismo de acdo envolvido dos compostos de coordenagao

de cobre(Il) frente as formas de Acanthamoeba spp.
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6 CONCLUSAO

O método de alamarBlue® foi otimizado para avaliacdo da viabilidade de trofozoitos
de A. castellanii (ATCC 50492) e foram otimizadas as as condigdes de densidade
celular de 8x10° trofozoitos/mL, tempo para adi¢io do alamarBlue® de 8 h antes do
término da incubagdo durante o tratamento dos trofozoitos e leitura de fluorescéncia
em comprimento de onda de 530 nm/615 nm.

Durante a triagem dos derivados isoxazolil-sulfonamidas ndo foi possivel observar
atividade antiamebiana nas condi¢des avaliadas. A triagem dos derivados do O-metil-
olivetol, demostrou o composto Me2 com atividade antiamebiana, o qual reduziu 31,5
+ 3,6% a viabilidade dos trofozoitos nas condi¢des avaliadas. Os compostos de
coordenagdao avaliados apresentaram atividades anti-Acanthamoeba relevantes
reduzindo aproximadamente 80% da viabilidade dos trofozoitos, sendo mais ativos
que seus ligantes isolados e sais metalicos.

Dentre os compostos de coordenagao avaliados, foram selecionados dois compostos de
coordenacao de cobre(Il), Cpl2 e Cpl3, os quais apresentaram atividade dose-
dependente, com CI50 inferiores a 10 pM, demostrando atividade semelhante a
clorexidina.

Os compostos de coordenagdo Cpl2 demostrou perfil de citotoxicidade inferior a
clorexidina, o qual apresentou seletividade aos trofozoitos 6,6 vezes maior que as
células de cérnea de coelho.

O composto de coordenagdo Cpl2 apresentou melhor acdo cisticida na concentracao
de 200 uM no tempo de 48 h de incubacao quando comparado a clorexidina.

No ensaio de associacdo de moléculas (checkerboard), a combinagdo F5 (6,25 uM de
Cpl2 + 12,5 uM de clorexidina) foi a menor concentra¢do de combinagdo encontrada
capaz de reduzir 90% da viabilidade de trofozoitos, determinando uma associagao
sinérgica entre os compostos e reducdo da concentracao utilizada.

A avaliagdo do tipo de morte celular pela marcacdo de LA/BE demostrou células em
apoptose inicial quando tratadas com o composto Cp12.

A atividade bioldgica de compostos de coordenagao de cobre(Il) e ferro(Il) frente a

......

antiamebiano. O composto de coordenagdo de cobre(Il) Cpl2 demonstrou agdo
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promissora anti-Acanthamoeba,, com potencial aplicacdo para o tratamento de

infec¢des acantamebianas e uso em solugdes multipropdsito para lentes de contato.
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7 PERSPECTIVAS

e Avaliacdo da integridade das membranas de cistos e trofozoitos de Acanthamoeba spp.
por microscopia eletronica — analise ultraestrutural;

e Avaliar a citotoxicidade da combinagdo sinérgia entre o composto de coordenacao de
cobre (II) Cp12 e clorexidina;

e Avaliagdo da atividade dos compostos utilizando isolados regionais;

e Avaliagdo da citotoxicidade dos compostos em cultura tridimensional de cérnea;

e Avaliar a atividade dos compostos de coordenacdo de cobre(Il) encapsulados a
nanoparticulas;

e Avaliar alvos moleculares ¢ mecanismo de agdo dos compostos de coordenagao;

e Avaliagdo de atividade antiamebiana e citotoxicidade do composto CP12 in vivo

utilizando o modelo de infec¢ao de CA.
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