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AVALIAC;AO DA ATIVIDADE AMEBICIDA DO EXTRATO AQUOSO DE PROPOLIS
VERDE SOBRE TROFOZOITOS E CISTOS DE Acanthamoeba castellaniit
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RESUMO

O género Acanthamoeba compreende protozoarios que pertencem ao grupo das
amebas de vida livre e estdo amplamente dispersos na natureza. Sdo conhecidos
por causarem duas graves doencas, a Encefalite Amebiana Granulomatosa, em
pacientes imunodeprimidos e a Ceratite Amebiana, principalmente em usuarios de
lentes de contatos imunocompetentes. A propolis verde € uma substancia resinosa e
balsamica, conhecida na medicina alternativa por apresentar diversas atividades
biologicas. Neste trabalho foi avaliada a atividade amebicida de um extrato aquoso
de propolis verde contra trofozoitos e cistos de A. castellanii . Nas concentracfes de
10 e 20 mg/mL, o extrato foi capaz de inativar 100% dos trofozoitos em 24 e 48
horas. A dose de 5 mg/mL inativou 100% dos trofozoitos em 72 horas. Os cistos
foram inativados na concentracdo de 40 mg/mL apos 24 horas de exposicdo ao
extrato. O efeito citotoxico do extrato foi avaliado sobre células VERO e HCE atraveés
do ensaio MTT. O extrato ndo causou efeito citotoxico significativo nas
concentragbes 0,312, 0,625, 1,25 e 2,5 mg/mL sobre as células HCE e nas
concentracbes 2,5 e 5 sobre as células VERO. O ensaio de adesao realizado
mostrou que a ligacdo de Acanthamoeba as células HCE possui comportamento
dose-dependente em relacéo ao extrato de propolis verde. Assim, o presente estudo
demonstrou a atividade antiparasitaria da propolis verde frente a ambas as formas
de Acanthamoeba, mostrando-se uma substancia promissora para 0
desenvolvimento de farmaco alternativo, bem como para utilizacdo na composicao
de solucbes de limpeza de lentes de contato ou superficies. Entretanto, mais
estudos sao necessarios para compreender seus mecanismos de acao.
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EVALUATION OF AMOEBICIDAL ACTIVITY OF GREEN PROPOLIS AQUEOUS
EXTRACT AGAINST Acanthamoeba castellanii TROPHOZOITES AND CYSTS?

Author: Carla de Magalhaes Karusky
Professor: Profa. Dra. Marilise Brittes Rott
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Abstract

The genus Acanthamoeba comprises protozoa belonging to the group of free-living
amoebas and it is widely scattered in nature. These protozoa are known to cause two
serious diseases, Granulomatous Amebic Encephalitis in immunocompromised
patients and amebic keratitis, especially in immunocompetent contact lens wearers.
Green Propolis is a resinous and balsamic substance, known in alternative medicine
because of its several biological activities. In this study we evaluated the amoebicide
activity of an aqueous extract of propolis against trophozoites and cysts of A.
castellanii. At concentrations of 10 and 20 mg/mL, the extract was able to inactivate
100% of trophozoites within 24 and 48 hours. The dose of 5 mg/mL inactivated 100%
of trophozoites within 72 hours. The cysts were inactivated at a concentration of 40
mg/mL after 24 hours of exposure to the extract. The cytotoxic effect of the extract
was evaluated on VERO and HCE cells by MTT assay. The extract had no significant
cytotoxic effect at concentrations of 0.312, 0.625, 1.25 and 2.5 mg/ml about HCE
cells and at concentrations of 2.5 and 5 on VERO cells. The adhesion test performed
showed that the attachment of Acanthamoeba to HCE cells have dose-dependent
behavior in relation to the propolis extract. Thus, this study demonstrated the
antiparasitic activity of propolis against both forms of Acanthamoeba and proved to
be a promising substance for the development of an alternative drug, as well as its
use in the formulation of cleaning solutions for contact lenses or surfaces. However,
more studies are needed to wunderstand their mechanisms of action.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o estudo de produtos naturais tem despertado o interesse no
campo da medicina, principalmente devido ao aumento de microrganismos
resistentes aos antibiéticos comumente utilizados. Diversas substancias naturais,
provindas de plantas, tém sido pesquisadas quanto as suas atividades
antimicrobianas para o desenvolvimento de novos farmacos.

Substancias naturais apresentam vantagens econfmicas e S40 menos
nocivas a saude, mostrando-se promissoras no tratamento alternativo de infecgdes.
Dentre elas, a propolis € muito conhecida na medicina humana por apresentar
atividades como antimicrobiana, anti-inflamatéria, imunomoduladora, antioxidante e
antitumoral.

A prépolis € uma mistura complexa heterogénea, produzida pelas abelhas
a partir da coleta de metabdlitos secundarios de diversas estruturas da planta, tais
como ramos, flores, pdlen, brotos florais e exudatos. Apresenta uma composicao
complexa e heterogénea de compostos quimicos que sdo dependentes da sua
origem botanica e regido geografica. Possui baixa toxicidade e varias atividades
biologicas que reforcam o seu emprego na area da saude.

Amebas de vida livre (AVL) sdo protozoarios que estdo amplamente
distribuidos na natureza. Sao conhecidos por serem potencialmente patogénicos
podendo causar infeccbes em humanos e animais. Dentre as AVL, 0 género
Acanthamoeba tem despertado grande interesse, principalmente por causar duas
doencas bem conhecidas, a encefalite amebiana granulomatosa e a ceratite
amebiana.

Em pacientes imunocomprometidos, Acanthamoeba spp. atuam como
patdgenos oportunistas causando a encefalite amebiana granulomatosa, uma grave
infeccdo do sistema nervoso central que leva ao 6bito na maioria dos casos, devido
a dificuldade de se estabelecer um tratamento eficaz contra esse microrganismo.
Desta forma, com o agravamento da doenca as amebas podem invadir e colonizar
diversos tecidos ocasionando infeccbes disseminadas. Atualmente o tratamento
para esta doenca envolve uma combinacdo de medicamentos como cetoconazol,
fluconazol e sulfadiazina. Entretanto, a falta de sintomas visiveis e a dificuldade
encontrada por profissionais inexperientes em analisar os exames prejudicam a

eficiéncia do tratamento.



A ceratite amebiana é uma doenca crénica e dolorosa que ameaca a
visdo podendo acometer tanto individuos imunocomprometidos quanto saudaveis.
Est4 associada principalmente a usuérios de lentes de contatos devido a diversos
fatores como: a utilizacdo de solucdes caseiras para a limpeza das lentes e ao seu
uso prolongado. Esses fatores contribuem para a proliferagdo de microrganismos
nos estojos e a formacéo de biofilmes nas superficies.

O tratamento da ceratite amebiana é dificil e requer o uso prolongado da
combinacdo de diversas drogas devido a resisténcia dos cistos quando se formam
no local da infeccdo. Isso favorece o estabelecimento do patégeno e dificulta o
tratamento, pois pode ocorrer o desencistamento e 0 ressurgimento da doenca,
mesmo apdés o tratamento. A confirmacdo da presenca da infeccdo por
Acanthamoeba spp., na maioria dos casos, requer um raspado ou biopsia da cérnea,
tornando-se um procedimento demorado para a aplicacdo do tratamento especifico.
Contudo, devido ao aumento de casos clinicos registrados de infec¢des por
Acanthamoeba, bem como a resisténcia desses microrganismos as drogas e aos
efeitos toxicos de muitas dessas drogas sobre as células humanas, o
desenvolvimento de medicamentos naturais a fim de promover um tratamento mais
eficaz é de suma importancia.

Diversos estudos ja relataram que extratos alcoolicos, metandlicos,
hidroalcoodlicos e aquosos de propolis verde possuem atividade antimicrobiana e
antiparasitaria. Embora, extratos de prépolis ja tenham sido testados sobre
Acanthamoeba, para o nosso conhecimento, ndo se dispbe da avaliagcdo da
atividade amebicida de prépolis verde sobre esses microrganismos. Com isso, 0
objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade amebicida do extrato aquoso
bruto de propolis verde sobre trofozoitos e cistos de A. castellanni, a fim de
desenvolver um tratamento alternativo, bem como utiliza-lo na composicdo de

solucdes de limpeza de lentes de contato ou superficies.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Acanthamoeba spp.

O género Acanthamoeba compreende protozodrios unicelulares que junto
com Naegleria, Balamuthia e Sappinia constituem o grupo das Amebas de Vida Livre
(AVL). Este género é o mais estudado, pois é responsavel por diversas patologias
em humanos e animais como encefalites, ceratites, infec¢cdes na pele, nos pulmdes
e generalizada (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; SCHUSTER e
VIVESVARA, 2004). Espécies de Acanthamoeba estdo amplamente dispersas na
natureza devido a sua habilidade de sobreviver em ambientes adversos. Estas
amebas ja foram isoladas do solo, ar, agua de torneira, piscinas, dgua do mar,
solucdes de lentes de contato, ambientes hospitalares entre outros (MAGLIANO et
al., 2009; CARLESSO et al.,, 2010; PENS et al., 2008; CAUMO e ROTT, 2011,
WINCK et al., 2011).

Atualmente tém aumentado os estudos do género Acanthamoeba e,
consequentemente, o0 numero de pesquisas e publicagcdes. Isso, devido a
capacidade desse protozoario em, aléem de produzir infeccdes em individuos tanto
imunocomprometidos como saudaveis, também servir como hospedeiro de
microrganismos patogénicos. Dois outros fatores que elevam a importancia do
género sdo 0 papel que esses microrganismos exercem na natureza e a
possibilidade de servirem como modelo de motilidade de células eucaridticas para
outros organismos (SIDDIQUI e KHAN, 2012; KINDE et al., 2007).

Como anteriormente descrito, Acanthamoeba spp. podem viver livres na
natureza ou ainda invadir organismos e viverem como patdégenos oportunistas, por
isso sdo chamadas de anfizéicas (VIVESVARA e SCHUSTER, 2008). Espécies do
género Acanthamoeba, quando se oportunizam de seus hospedeiros, podem causar
varias patologias como € o caso da Encefalite Amebiana Granulomatosa (EAG),
infeccbes cutaneas, nos pulmdes e ainda generalizada. Entretanto, quando em
contato com a coOrnea lesada de individuos saudaveis esse protozoario pode se
comportar como agente potencialmente patogénico e causar uma infeccao
conhecida como Ceratite Amebiana (SHARMA et al., 1990).

O seu ciclo de vida compreende dois estagios: o trofozoito e o cisto
(Figura 1). O trofozoito é a sua forma metabolicamente ativa, na qual se alimenta de

bactérias, fungos e particulas organicas por fagocitose ou por inclusdo de particulas



liquidas (PAGE, 1988). E sob essa forma que Acanthamoeba se reproduz por
divisdo celular assexuada conhecida como fissdo binaria. Apresentam o tamanho
aproximado de 12 - 35 um e sdo maiores que 0s cistos, porém o seu tamanho pode
variar entre isolados pertencentes a diferentes espécies e genétipos (KHAN, 2006).
Durante esse estdgio podem ser observados em seu citoplasma lisossomos,
vacuolos fagociticos, vacuolos contrateis e ainda vacuolos contendo glicogénio
(TURNER et al., 2006). Possuem grande mobilidade, por meio da emissédo de
pseudopodes globosos e hialinos de onde emergem pseuddpodes menores e finos,
conhecidos como acantopddios, que sao estruturas caracteristicas desse género.
Sao microprojecdes da membrana celular, utilizadas para a adesdo, movimentos e
captura de alimentos do trofozoito (PAGE, 1988). Além disso, essa habilidade em se
movimentar rapidamente € atribuida a presenca de um citoesqueleto de actina que
Ihe permite locomover-se em torno de 0,8 pm/s (SIDDIQUI e KHAN, 2012).

Condicbes favoraveis

CondicBes desfavoraveis

Figura 1: Estagios de vida de Acanthamoeba e suas caracteristicas morfolégicas. a. Trofozoito. nc.
Nucleo. ps. Pseudédpodes. ac. Acanthopddios. b. Cisto. en. Endocisto. ec. Ectocisto. Barra= 10 um
Fonte: Carla Karusky, 2014.

O cisto é a forma de resisténcia de Acanthamoeba, formado quando o
trofozoito € exposto a ambientes adversos como alteragcbes de pH, temperatura,
deficiéncia nutricional e a dessecacdao (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003). O
cisto possui duas paredes: o0 endocisto e o0 ectocisto. O endocisto, a parede interna
do cisto, € formado principalmente por celulose podendo apresentar a forma
estrelada, poligonal ou arredondada. A parede externa do cisto, 0 ectocisto, possuli
uma forma mais esférica e é composta de proteinas e polissacarideos (SHUSTER e
VIVESVARA, 2004; KHAN, 2006). Essa dupla parede confere resisténcia a esta
estrutura quando exposta a ambientes hostis, como variacbes de temperaturas,
radiacdo ultravioleta, congelamento, cloro e a diversos agentes quimicos
desinfetantes (SIDDIQUI e KHAN, 2012). Pode ainda se manter viavel por



aproximadamente 25 anos no meio ambiente ou em laboratério (MAZUR et al.,
1995). Em condic¢des favoraveis de sobrevivéncia, ocorre o desencistamento e o
trofozoito emerge pelo ostiolo do cisto (SHUSTER e VIVESVARA, 2004).

O seu papel na natureza é de grande importancia uma vez que essas
amebas podem servir como hospedeiros para diversos microrganismos em seu
citoplasma, tais como Pseudomonas aeruginosa, Legionella spp., Mycobacterium
avium, Listeria monocytogenes, Vibrio cholerae, Escherichia coli sorotipo 0157,
entre outras (GREUB e RAOULT, 2004). Além de manterem equilibrada a populacao
de bactérias, atuando como decompositores secundarios, aumentam a reciclagem
de nutrientes no meio ambiente (SINCLAIR, 1981).

Com base no sequenciamento do gene que codifica a subunidade menor
(SSU) do rRNA, a taxonomia molecular descreve 19 genotipos diferentes (T1, T2a,
T2b até o T19) para Acanthamoeba (STOTHARD et al., 1998; NUPRASERT et al.,
2010; QVARNSTROM et al., 2013; MAGNET et al., 2014). Dentre esses isolados, 0s
pertencentes ao gendtipo T4 sdo os principais causadores da Ceratite Amebiana
(MAGHSOOD et al., 2005; CORSARO e VENDITTI, 2010). Quanto a classificacao
morfolégica, Pussard e Pons (1977) propuseram a subdivisdo do género
Acanthamoeba em trés grandes grupos distintos (I, Il e Ill) com base em alguns

critérios morfologicos, considerando o tamanho e a forma dos cistos.

2.1.1 Ceratite amebiana

A ceratite amebiana é uma doenca cronica e dolorosa na cornea que
ameaca a visdo podendo acometer tanto individuos imunocomprometidos quanto
saudaveis (SHARMA et al., 1990). Ela esta associada principalmente a usuarios de
lentes de contatos devido a diversos fatores como: o uso prolongado de lentes de
contato, bem como a utilizacdo de solucdes de limpeza caseiras (MARCILIANO-
CABRAL e CABRAL, 2003; BOOTON et al.,, 2005). Outro problema tem sido
atribuido a utilizacdo de solu¢cdes multiuso na higienizacao de lentes de contato que
possuem em sua composicao propilenoglicol, um composto comum destas solucdes
gue induz o encistamento de Acanthamoeba (KLIESCIKOVA et al., 2011). Esses
fatores contribuem para a proliferacdo de microrganismos nos estojos e a formacao
de biofilmes nas superficies.

A presenca de biofilmes em estojos e lentes de contato favorece a

contaminacdo por Acanthamoeba, uma vez que cistos e trofozoitos sdo capazes de



se aderirem as lentes com mais facilidade na presenca de biofilmes, devido a
existéncia de nutrientes (JOSLIN et al., 2007). Trabalhos mostram que a presenca
de aclcares como glicose, frutose e galactose, além de lipidios e proteinas nas
lentes de contato favorecem a adeséo de Acanthamoeba (BEATTIE et al., 2003).

As infecgdes por Acanthamoeba se ddo através do contato do trofozoito
com a coérnea previamente lesada. Nesse momento, ocorre a superexpressao de
proteinas glicosiladas com manose na cornea. O estabelecimento da infec¢éo ocorre
por meio da ligacdo de uma proteina ligante a manose (MBP), presente na superficie
do trofozoito, promovendo a aderéncia e a sua penetracdo no epitélio coérneo. Esse
contato induz a producédo de diversas proteases (serino-protease, cisteino-protease,
elastase e metaloproteases) pelo trofozoito, que sé@o responsaveis pelas lesdes
caracteristicas da doenca (MARCIANO-CABRAL e CABRAL, 2003; HUSTON, 2004).

A infeccdo caracteriza-se por ulceracdes, presenca de um anel
neutrofilico e inflamagdes. Dor intensa ndo compativel com o tamanho da leséo,
vermelhidao, irritacdo, lacrimejamento, edema na palpebra, fotofobia e perda gradual
da visdo sao os principais sintomas clinicos (VIVESVARA e STHER-GREEN, 1990;
RUTHES, 2004).

A ceratite por Acanthamoeba €, muitas vezes, dificil de ser diagnosticada,
pois na maioria dos casos € confundida com infeccbes fungicas e bacterianas.
Entretanto, os sinais clinicos associados ao isolamento do microrganismo em meios
de cultivo a partir do raspado ou biopsia da cornea podem ser utilizados para sua
identificacdo (KILVINGTON et al.,, 1990). Em alguns casos a infeccdo persiste,
mesmo apos a realizacdo da ceratoplastia, sendo necessaria a remocao do globo
ocular (SIDDIKI e KHAN, 2012). Entre os métodos mais utilizados para a
identificacdo e confirmacédo da infeccao por Acanthamoeba estéo o cultivo em meios
especificos, exames histopatolégicos, microscopia Optica (EPSTEIN et al., 1986),
microscopia confocal (WINCHESTER et al., 1995) e a reacdo em cadeira da
polimerase (PCR), este ultimo o mais sensivel e eficaz (SCHROEDER et al., 2001;
KHAN et al., 2001). Ensaios de imunofluorescéncia e PCR multiplex e em tempo
real, também tem sido utilizados. A vantagem da PCR multiplex € a deteccao
simultanea de mais de um gendtipo na mesma amostra (SIDDIQUI e KHAN, 2012).

Com o aumento do numero de casos de individuos diagnosticados com
ceratite por Acanthamoeba nos Estados Unidos, entre os anos de 2003 e 2007,

muitos foram associados a utilizacdo da solucéo de limpeza e conservacédo de lentes



de contato AMO Complete Moisture Plus® (AMO, Santa Ana, California, EUA)
(VERANI et al., 2009). Embora estas solucfes estejam de acordo com os critérios
exigidos pelo FDA (Food and Drug Administration, Estados Unidos), estas normas
preconizam testes de eficiéncia contra fungos, sendo ainda mais eficazes contra
bactérias, todavia, ndo exigem testes padrdes para espécies de Acanthamoeba
(PATEL e HAMMERSMITH, 2008). Foi realizado um levantamento no inicio de 2007
pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC), em 22 centros
oftalmolégicos dos Estados Unidos, para avaliar um possivel aumento do nimero de
casos de infeccBes com ceratite amebiana no pais. De acordo com os dados
recebidos de 13 centros pdde-se confirmar esse aumento desde o ano de 2004.
Resultados preliminares desta investigacéo atribuem essa alta incidéncia da ceratite
amebiana em usuarios de lente de contato que usaram solu¢gdes multiuso Advanced
Medical Optics (Santa Ana, Califérnia) Complete® MoisturePlus ™ (AMOCMP).
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2009).

2.1.2 Tratamento da Ceratite Amebiana

A necessidade de um diagnéstico precoce é fundamental para se
estabelecer um tratamento mais eficaz. Contudo, uma das dificuldades enfrentadas
no tratamento da ceratite amebiana é a inexisténcia de um medicamento eficaz
contra todos isolados de Acanthamoeba (SIDDIQUI e KHAN, 2012). Assim, o
combate a infeccdo depende da associacdo de diversos medicamentos. Como por
exemplo, a utilizacdo da combinagédo de anti-sépticos catidnicos (biguanida de poli-
hexametileno) que atuam na membrana celular e das diamidinas aromaticas
(isotionato de propamidina de hexamidina e pentamidina), que inibem a sintese do
DNA (KHUNKITTI et al., 1997; HARGRAVE et al., 1999). Aminoglicosideos como
neomicina e paromomicina atuam inibindo a sintese protéica, a anfotericina B,
também utilizada, desestabiliza as paredes celulares (GAUTON, 1998). Outro
medicamento usado com sucesso € a clorexidina sozinha, ou associada com
isotionato de propamidina (KOSRIRUKVONGS et al., 1999). Porém, alguns
antibidticos utilizados no tratamento, tais como biguanidas e diamidinas, que agem
como amebicida e amebostatico, sdo frequentemente irritantes e toxicos para 0s
seres humanos (KITAGAWA et al., 2003). Metronidazol também tem sido utilizado
(CERVANTES, 1972). A presenca de bactérias junto a infec¢do requer o uso de

antibiéticos como neomicina e cloranfenicol (SIDDIQUI e KHAN, 2012).



Uma das dificuldades enfrentadas para o sucesso da terapia da ceratite
amebiana € atribuida a resisténcia da forma cistica de Acanthamoeba as
concentracbes de diversos antimicrobianos que s&do alcancaveis e toleraveis na
superficie ocular. Isso prolonga o tratamento, uma vez que, a formacao do cisto no
globo ocular promove uma inflamac&o cronica e recorrente (KILVINGTON et al.,
1990).

2.1.3 Encefalite Amebiana Granulomatosa

A encefalite amebiana granulomatosa (EAG) é uma infeccdo crénica do
sistema nervoso central, que acomete especialmente individuos imunodeprimidos. E
considerada uma doenca grave e fatal causada por varias espécies do género
Acanthamoeba atuando como patégenos oportunistas (KHAN, 2006; MARTINEZ e
VIVESVARA, 1997). Com isso, 0 risco de adquirir essa infeccdo aumenta em
pacientes com alguma enfermidade como doencas hematologicas e hepaticas,
insuficiéncia renal, diabetes, pneumonite, AIDS, cirrose hepatica ou ainda
transplantados (SIDDIQUI e KHAN, 2012; VIVESVARA, 1991). O uso prolongado de
medicamentos imunossupressores necessarios nessas terapias causa o rompimento
da barreira imunolégica, favorecendo, assim, o estabelecimento de infeccbes
secundarias como a EAG (KHAN, 2003).

Trabalhos mostram que o acesso de Acanthamoeba ao SNC envolve
varios caminhos. Invadindo a mucosa nasal e migrando ao longo das fibras nervosas
até o bulbo olfativo ou atingindo os pulmdes por via nasal, onde caem na corrente
sanguinea e provocam disseminacdo hematogénica. Em seguida, ultrapassam a
barreira hemato-encefalica, entram no sistema nervoso central e promovem a
doenca (MARTINEZ e VIVESVARA, 1997). A doenca se agrava lentamente e seu
periodo de incubacdo pode variar de semana a meses, podendo apresentar, com o
tempo, quadro clinico subagudo ou crénico (WALOCHNIK et al., 2002).

Apbs a infecgdo, os sintomas clinicos da doenca sdo semelhantes aos de
patologias ocasionadas por outros microrganismos, tais como, virais, meningite
bacteriana e tuberculose. Caracterizam-se por manifestagcées como, dor de cabeca,
febre, cefaleia, hemiparesia, alteracbes comportamentais, rigidez no pescoco,
nauseas, vomitos, paralisia de nervos cranianos, aumento da pressao intracraniana,
convulsdes, ocasionando a morte do paciente (MARTINEZ e VIVESVARA, 1991,
MARTINEZ e VISVESVARA, 1997). A sua patologia envolve a formagédo de



granulomas, durante o processo de infec¢do, compostos por amebas, macrofagos,
microglia, células polimorfonucleares, células T e células B (KHAN, 2008). A
visualizacdo de um edema grave, lesdes multifocais e necrose hemorragica no
tecido cerebral sdo geralmente observadas apdés a necropsia, isso decorrente do
desenvolvimento fulminante da doenca (KHAN, 2003; SCHUSTER e VIVESVARA,
2004). Ainda ndo se tem conhecimento se tais lesfes sdo devidas a presenca dos
trofozoitos no local ou ao processo inflamatério. Embora as lesdes se encontrem
restritas ao lobo parietal e temporal, em individuos muito imunocomprometidos, elas
podem ser disseminadas, acometendo o0 ganglio basal, mesencéfalo e tronco
cerebral (SIDDIQUI et al., 2011).

Devido a dificuldade na realizacdo do diagnostico, a grande maioria dos
casos sO é diagnosticada post mortem. A constatacdo de altos niveis de anticorpos
especificos para Acanthamoeba no soro de pacientes através da imunofluorescéncia
indireta pode ajudar na confirmacao da infeccdo (MARCIANO-CABRAL e CABRAL,
2003). Métodos como tomografia computadorizada, ressonancia magnética e analise
do liquido cefalorraquidiano também s&o utilizados para o diagndstico, pois
colaboram para encontrar e reconhecer as lesdes (MARTINEZ e VIVESVARA,
1997).

2.1.4 Tratamento da Encefalite Amebiana Granulomatosa

A falta de tratamento especifico para EAG, leva ao 6Obito a maioria dos
individuos acometidos. A dificuldade em estabelecer um tratamento eficaz envolve
diversos fatores, tais como: a falta de sintomas evidentes, a resisténcia de
Acanthamoeba frente a maioria dos antimicrobianos e a dificuldade destes em
ultrapassar a barreira hemato-encefalica para atuar no SNC (KOTTING et al., 1992).
A utilizacdo de cetoconazol, fluconazol, sulfadiazina, isetionato de pentamidina,
anfotericina B, azitromicina, itraconazol, ou rifampicina, tem sido recomendada
(LALITHA et al.,, 1985). Entretanto, o uso destes medicamentos promove a
manifestacdo de efeitos colaterais e o desenvolvimento de deficiéncias, como a
perda de audicdo e visdao (KOTTING et al., 1992). Estudos experimentais estao
sendo realizados com miltefosine, fenotiazinas (tioridazina e trifluoperazine) e
mostraram-se promissores no tratamento da Encefalite Amebiana Granulomatosa
(DIAZ, 2010; KOTTING et al., 1992).
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2.2 Propolis

A propolis (Figura 2) € uma mistura complexa heterogénea, formada por
material resinoso e balsdmico com aroma forte e caracteristico, coletada pelas
abelhas Apis mellifera de diversas partes da planta, tais como ramos, flores, pélen,
brotos florais e exudatos (LUSTOSA et al., 2008; PEREIRA et al.,, 2002). Os
metabdlitos secundéarios das plantas sdo misturados com polen, cera e secre¢des
salivares das abelhas (BURDOCK, 1998).

Figura 2: Coleta e elaboracdo da propolis pelas abelhas Apis mellifera. Fonte: Adaptado de
KUMAZAW et al., 2003.

A palavra prépolis de origem grega significa “pré” em defesa “polis” cidade
ou comunidade, isto é, em defesa da comunidade (PEREIRA et al.,, 2002). As
abelhas utilizam a prépolis para vedar orificios e proteger sua colmeia de insetos e
microrganismos indesejaveis (BOGDANOV, 2012). A prépolis na colmeia possui
acao contra varios microrganismos mantendo o ambiente estéril e a temperatura
constante além de possuir propriedades de embalsamamento, evitando a entrada de
insetos invasores na colméia (MARCUCCI et al., 1996). Tal atividade ja era

conhecida e utilizada pelo ser humano desde os tempos remotos. No Egito antigo
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era conhecida como “cera negra” e utilizada para embalsamar os mortos, devido sua
atividade antiputrefativa (PEREIRA et al., 2002). Seu emprego ja foi registrado pelos
gregos, romanos, assirios, incas e egipcios (LUTOSA et al., 2008; BARBOSA et al.,
2009). Os gregos Galeno, Aristoteles, Plinio, Dioscérides e bem como meédicos
romanos utilizavam suas propriedades medicinais, tais como cicatrizante e
antisséptica, no tratamento de feridas e desinfeccao bucal.

A sua composi¢cdo quimica varia de acordo com sua origem botéanica,
regido geogréfica, época da coleta, bem como as espécies das abelhas (BANKOVA
et al., 2000). Geralmente, € composta por 50% de resinas, 30% de ceras, 10% de
Oleos essenciais, 5% de polen e 5% de restos organicos (MARCUCCI et al., 1996;
SCAZZOCCHIO et al., 2006).Sua coloracao pode variar do marrom escuro passando
para uma tonalidade esverdeada até o marrom avermelhado, dependendo da sua
idade e sua procedéncia botanica (MARCCUCI et al., 1996).

2.2.1 Propolis Verde

A prépolis verde é encontrada na regido sudeste do Brasil e sua origem
botanica é a planta Baccharis dracunculifolia, da familia Asteraceae popularmente
conhecida como “alecrim do campo” ou “vassoura”. Os estados de Minas Gerais,
Sao Paulo, Parand, Espirito Santo e Rio de Janeiro sdo os principais produtores da
prépolis verde no Brasil, mostrando a importancia desse produto na economia do
pais (NASCIMENTO et al.,2008). De acordo com Park (2004), com base na
composicao fisico-quimica e suas propriedades biologicas, a propolis brasileira foi
classificada em 12 grupos, sendo a propolis verde a mais pesquisada e
comercializada. Entretanto, um trabalho realizado por Silva et al., (2007), mostra a
existéncia de um novo tipo de propolis chamada de propolis vermelha brasileira,

encontrada na cidade de Macei6 (Nordeste do Brasil).

2.2.2 Composicao da Propolis Verde

A propolis possui uma composicdo variavel dependente de varios fatores,
tais como o periodo de sua colheita e as caracteristicas fitogeograficas de onde se
encontra a colméia (MARCUCCI et al., 1996; SCAZZOCCHIO et al., 2006). Devido a
presenca de diversas substancias na prépolis e principalmente, a variacdo da
polaridade destas, diversos solventes sao utilizados para a extragdo de seus

compostos quimicos. Com isso, uma variedade de extratos de prépolis vem sendo
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preparados com diferentes solventes como: etanol (BURDOCK, 1998; PARK et al.,
1998) , etanol + 4gua (hidro-alcodlico) (PARK et al., 1998), &lcool etilico (KONISHI et
al., 2004), metanol (FUNARI e FERRO, 2006; WOISKY e SALATINO, 1998) e agua
entre outros. Embora entre esses o etanol seja 0 mais utilizado, extratos aquosos de
propolis tem sido relatado no uso farmacéutico (NAGAI et al., 2003).

Algumas caracteristicas da prépolis, tal como a sua consisténcia, podem
variar de acordo com a temperatura. Em periodos frios sua textura se torna dura e
guebradica, alterando para brando e pegajoso em temperaturas quentes. A sua
consisténcia mais rigida indica uma quantidade maior de resinas e quando maleavel
uma percentagem elevada de ceras. Entre estas, a resina € muito requerida nas
amostras de propolis devido as atividades biolégicas atribuidas a essa substancia
(FUNARI e FERRO, 2006).

Diversas substancias quimicas pertencentes as classes alcoois, aldeidos,
ésteres alifaticos, acidos alifaticos, acidos aromaticos, ésteres aromaticos,
aminoacidos, ésteres, hidrocarbonetos, flavonoides, éter, acidos graxos, cetonas,
terpenoides, esteroides e acucares estao presentes na propolis (MARCUCCI et al.,
1995). Uma andlise da composicao quimica das propriedades da propolis brasileira
foi realizada por Bankova et al. (1998) durante as quatro estacfes do ano, atraves
de cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa associada a espectometria
de massas (CG-EM). Como resultado, os autores encontraram compostos
parecidos nas diferentes épocas coletadas e o principal constituinte entre os
compostos fendlicos foi o &cido cinamico. Hata et al., (2012) realizaram a avaliacao
da composicdo do extrato etandlico de propolis verde brasileira através de HPLC.
Entre os compostos encontrados como o acido p-cumarico, drupanina, bacharina e
artepelina C, este ultimo estava presente em 90% da fracdo pungente do extrato.

Moura e colaboradores (2011) analisaram a composicdo quimica de um
extrato aquoso de prépolis verde de uma amostra provinda de Minas Gerais através
de HPLC/ESI/MS. Os principais constituintes do extrato foram acidos cafeoilquinicos
e derivados do acido cinamico, como artepelina C e dupranina. Derivados de &cido
cafeoilquinicos como o acido clorogénico, o acido 3,4-di-O-cafeoilquinico e &cido
3,5-di-O-cafeoilquinico, bem como os derivados de &cido cinamico, principalmente o
acido p-cumarico, bacarina, drupanina e artepilina C sédo os principais contintuintes
dos extratos aquosos da proépolis verde brasileira (NAKAJIMA et al., 2007). Diversas

atividades biologicas tém sido atribuidas a estes compostos, tais como
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antimicrobianas, antioxidantes (PAULINO et al., 2008), anti-tumorais (ORSOLIC e
BASIC, 2005) e indutoras de apoptose (MATSUNO et al., 1996). De acordo com
Bankova e colaboradores (1995), a propolis brasileira possui uma baixa
concentracdo de flavonoides e ésteres de acidos fendlicos e altas concentracdes de
acido dihidroxicinamico, acetofenonas e terpenoides.

Segundo Park e colaboradores (1997), a prépolis produzida pelas abelhas
Apis mellifera das regibes Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil apresentou os
flavonodides quercetina, canfenol, apegenina e sacuranetina. Estes compostos
guimicos foram encontrados em concentracfes distintas devido, provavelmente, a
grande diversidade ecoldgica. Uma andlise da prépolis nos estados de Sao Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias e Parana, mostrou que a propolis do
Paranad provém da Baccharis caprariaefolia (alecrim pluma) e foi observada a
presenca do artepilina C. Nos demais estados também foi encontrada a presenca do
artepilina C, entretanto a origem botanica da propolis mostrou ser a Baccharis
dracunculifolia (MENEZES, 2005).

Muitos trabalhos realizados no Brasil mostram que esta ampla
variabilidade na composicao da propolis € devida a grande biodiversidade do pais e
a habilidade bioguimica das abelhas em alterar a composi¢do nativa da préopolis ou

ainda adicionar compostos proprios (PEREIRA et al., 2002).

2.2.3 Atividades Bioldgicas de Extratos de Propolis

Diversos estudos relatam as importantes atividades da prépolis, tais como
atividade antiflamatoria, antioxiodante, antitumural (PARK et al.,, 2002),
antiparasitaria (STARZYK et al.,, 1976), antibacteriana, antifangica e antiviral
(KOSALEC et al.,, 2005). Com isso, tem aumentado a elaboracao de diversos extratos
de propolis a fim de avaliar suas atividades antimicrobianas, principalmente sobre
microrganismos potencialmente patogénicos (MONZOTE et al., 2012; BANSKOTA et
al., 2001).

De acordo com Ota e colegas (2001), extratos etandélicos de amostras de
prépolis do estado de Sdo Paulo foram testadas sobre 80 cepas de Candida, dentre
elas, C. tropicalis, C. krusei, C. albicans e C. guilliermondii. O extrato apresentou
atividade antifungica contra todas as cepas, entretanto C. albicans mostrou maior
sensibilidade em relacdo as demais.

Santos e colaboradores (2002) testaram diversas fracdes do extrato de
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propolis brasileiro contra bactérias anaerobicas orais e obtiveram resultados
positivos. Todas as fragOes testadas apresentaram atividade antibacteriana contra A.
actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivalis e P. intermeda, mostrando a
importancia da continuacdo nos estudos de extratos de prépolis como um farmaco
alternativo contra microrganismos.

Extratos de prépolis foram avaliados quanto a sua atividade
antibacteriana sobre Streptococcus pyogenes e mostraram excelente atividade
contra esses microrganismos na concentragao de 234 pg/mL (BOSIO et al., 2000).

Amostras de prépolis das regibes de Braganca, Coimbra e Beja em
Portugal foram testadas sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas e
leveduras. Todas as amostras apresentaram atividade antimicrobiana. Entre os
microrganismos, a C. albicans apresentou maior resisténcia ao extrato e o efeito
sobre as bactérias foi mais eficaz na gram-positiva S. aureus, que apresentou maior
sensibilidade. A gram-negativa E. coli mostrou menor sensibilidade aos extratos,
isso provavelmente devido a presenca de uma membrana externa nas gram-
negativas que € ausente nas gram-positivas (SILVA et al., 2012).

Trabalhos realizados por Najmadeen e Kakamand (2009), mostraram que
0s extratos etandlicos de prépolis podem apresentar diferentes atividades contra as
bactérias gram-positivas. Naquele trabalho, cepas de S. epidermidis foram menos
suscetiveis que S. aureus. Isso mostra que o extrato atua de maneira diferente entre
microrganismos do mesmo género. A atividade antiviral de um extrato aquoso de
prépolis ja foi observada contra herpes simplex (HSV) utilizando um modelo animal
bloqueando o desenvolvimento da infeccdo (HULEIHEL e ISANU 2002).

A atividade antiparasitaria de extratos etandlico e hidroalcodlico brutos de
prépolis verde brasileira foi demonstrada sobre Leishmania donavani e Plasmodium
falciparum (SILVA FILHO et al., 2009). Falcdo e colaboradores (2014) testaram
amostras de prépolis de diversas regiées contra alguns protozodrios patogénicos.
Todas as amostras apresentaram atividade contra P. falciparum, L. infantum, T.
cruzi, T. brucei, entretanto a melhor atividade antiprotozoaria foi observada sobre T.

brucei.
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2.3 Objetivo Geral

Com base no que foi anteriormente descrito, o objetivo da presente
dissertacdo foi avaliar a atividade amebicida do extrato aquoso bruto de prépolis
verde sobre Acanthamoeba castellanii.

2.3.1 objetivos especificos:

Verificar a atividade amebicida do extrato aquoso de prépolis verde sobre
trofozoitos e cistos de A. castellanii

Avaliar a capacidade do extrato em inibir a adesdo dos trofozoitos de A.
castellanii nas células da cornea.

Avaliar a o efeito citotoxico do extrato sobre células de epitélio da cérnea
humana (HCE) e sobre células VERO (células epiteliais de rim de macaco verde
Africano).

Comparar o efeito toxico do extrato sobre ambas as linhagens celulares a
fim de estabelecer um modelo celular para a realizacdo de ensaios citotdxicos com

base na sensibilidade celular.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de desenvolvimento do trabalho

O trabalho foi realizado no Laboratério de Parasitologia do Departamento
de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude e no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.2 Amostras de Propolis

As amostras de prépolis foram adquiridas da empresa Natucentro
IndUstria e Apiarios Centro Oeste Ltda. (Mamboi — MG), lote 41/11 em Novembro de
2011. Visualmente, a propolis verde possui coloracdo esverdeada com aroma forte

caracteristico.

3.2.1 Preparo do Extrato Aquoso Bruto de Propolis Verde (EAPV)

A preparacdo do extrato foi realizada conforme Moura e seus
colaboradores (2011), com modificacbes. Resumidamente, a propolis verde
brasileira foi triturada e 200 g foram adicionadas a 500 mL de agua destilada estéril
e deixada em repouso no escuro por 24 horas. Decorrido esse tempo a propolis foi
aquecida a 70°C em banho-maria com agitacdo constante por 2 horas. Apés, 0
extrato foi filtrado em papel filtro, congelado a -80°C e liofilizado. Foi obtido 20g de
extrato seco que foi solubilizado em PBS (1x) estéril para a obtencdo de uma
solucdo mae na concentracdo de 100 mg/mL e filtrada em membrana de 0,22 um

(Sartorius).

3.3 Cultivo Monoxénico de Acanthamoeba

Foi realizado o cultivo das amebas em meio monoxénico para a obtencéo
de testes confirmatorios. Resumidamente, o meio agar-ndo nutriente (Agar Page)
1,5% foi vertido em placas de Petri estéreis e recoberto com uma suspensao de
Escherichia coli, mortas pelo calor (56°C-2h) (DE CARLI, 2001) Apds a exposicao
dos trofozoitos e cistos as solucdes testes, 10 yL de cada tratamento com as
diferentes concentracdes do extrato foram inoculados nas placas de Petri. Estas
foram seladas com Parafim®, incubadas a 30°C por 7 dias e monitoradas no
microscoépio (SCHUSTER, 2002).
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3.3.1 Cultivo Axénico de Acanthamoeba

A cepa Acanthamoeba castellanii (ATCC 50492) pertencente ao genétipo
T4 foi utilizada para todos os experimentos. As amebas foram cultivadas em meio
PYG (2% proteose peptona, 0,2% extrato de levedo e 1,8% glicose) e incubadas a
temperatura constante de 30°C. Para a realizacao dos experimentos, 1 mL do cultivo
foi centrifugado por 5 min a 211 x g (centrifuga Jouan B4i), o sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi lavado duas vezes com tampao fosfato salino
tamponado (PBS) e, em seguida, diluido em meio PYG para obter a concentragdo
final de 3x10* organismos/mL (SAUTER et al., 2011).

3.3.2 Producéo dos cistos

Para a producédo de cistos, 1 mL do cultivo de amebas foi tomado e
lavado duas vezes em PBS centrifugado por 5 min a 211 x g. O sobrenadante foi
descartado, o sedimento foi ressuspendido em 5 mL de meio TRIS (95Mm NacCl,
5mM KCI, 8mM MgSQOg4, 0.4mM CaCl,, 1mM NaHCO3; e 20mM Tris-HCI, pH 9.0) e
mantido a 30°C por 7 dias (KOEHSLER et al., 2008).

3.3.3 Avaliacao da Atividade Amebicida

Para avaliar a atividade amebicida do extrato aquoso de propolis verde
sobre os trofozoitos foi realizada uma diluicdo seriada e as concentracdes finais
testadas foram: 20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,312 mg/mL. Para a realizacdo dos
ensaios de atividade amebicida, 100 pL das culturas de A. castellanii suspensas em
PYG (3x10” células/mL) e 100 pL de cada solucéo teste foram adicionadas em cada
poco de uma placa de 96 pocos e a placa foi selada com Parafilm®. A placa foi
incubada na estufa a 30°C e monitorada ao microscopio invertido durante todo o
experimento. ApGs 24, 48 e 72 horas, os trofozoitos foram contados utilizando uma
camara de contagem de Fuchs-Rosenthal. A viabilidade foi observada utilizando o
corante vital azul de tripano. O controle negativo foi composto por 100 pL de amebas
em PYG e 100uL de PBS. Para o controle positivo foi utilizado 100 uL de amebas
em PYG e 100 uL de clorexidina a 0,02%. Todos os experimentos foram realizados
em triplicatas com trés repeticdes (VUNDA et al., 2012).

Foi avaliada a atividade amebicida do extrato sobre cistos de A. castellanii
testando trés concentracdes finais de 30, 20 e 10 mg/mL. Os tratamentos foram

compostos por 100 pL de cistos (3x10” células/mL) suspensos em PBS (1x) e 100 pL



18

de cada solugéo teste em placa de 96 pocos. Para o controle negativo foi utilizado
PBS (1x) e para o controle positivo foi utilizado 100 pL de clorexidina a 0,02% sobre
100 pL de cistos suspensos em PBS (1x). A placa foi selada com Parafim® e
incubada na estufa a 30°C durante 24 e 48 horas, sendo monitorada no microscopio
invertido. A viabilidade celular foi verificada através do corante vital azul de tripano
apos decorrido cada tempo e a contagem foi realizada utilizando a camara de
Fuchs-Rosenthal.

3.3.4 Analise morfolégica

Foi realizada a andlise morfolégica de trofozoitos e cistos apos a
exposicdo as solucbes testes do extrato de propolis. Ao realizar a verificacdo da
viabilidade celular e a contagem em camara de Fucks-Rosenthal a morfologia foi
sendo observada utilizando o microscopio Otico. Os aspectos morfolégicos dos
trofozoitos e cistos foram comparados com o controle negativo a fim de averiguar os
possiveis danos causados pelo extrato aquoso de prépolis verde em ambas as

estruturas.

3.4 Cultivo de células HCE e VERO

As células epiteliais da cornea humana (HCE - Human Corneal Epithelial)
foram obtidas no Banco de células Riken Bio Resource Center, Japdo. As células
HCE foram cultivadas em meio DMEM/F12 (GIBCO) (suplementado com de soro
fetal bovino (15%), insulina (5 pg/mL), fator de crescimento epidérmico humano (10
ng/mL) e DMSO (0,5%)), enquanto as células da linhagem VERO (rim de macaco
verde Africano, ATCC CCL-81) foram cultivadas em meio Eagle’s — meio essencial
minimo (E-MEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino (E-MEM/FBS
(GIBCO), mas ambas suplementadas com antibioticos (penicilina 100 Ul/mL e
estreptomicina 100 pg/mL). Nestas condicbes as células HCE e VERO exibiram
suas caracteristicas especificas. Para a realizacdo dos experimentos as linhagens
celulares foram mantidas em garrafas de cultivo e incubadas a 37°C com 5% de
CO,, até a realizacdo dos ensaios (ARAKI-SASAKI et al., 1995; MOSMANN, 1983).

3.4.1 Ensaio de Citotoxicidade Celular
Utilizou-se o ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazolio) para a determinacdo da viabilidade celular. Este ensaio
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colorimétrico se baseia na conversdo do sal de tetrazolio (MTT) amarelo (soluvel em
agua) em cristais de formazan purpura (insoliveis em agua) na mitocondria das
células viaveis (MOSMANN, 1983). Resumidamente, foram adicionados 200uL de
uma suspenséo de células HCE (4x10°/mL) e células VERO (4x10°/mL) em placa de
96 pocos e incubada a 37°C, com atmosfera de 5% de CO,. Quando observado a
formacdo de uma monocamada de 100%, o meio foi trocado e as células HCE foram
tratadas com as solugcBes do extrato aquoso bruto de propolis verde nas
concentragbes 10, 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,312 mg/mL e as células VERO com as
concentragdes 10, 5, e 2,5 mg/mL, dissolvidos em PBS. A placa foi incubada a 37°C
com 5% de CO, e ap06s 24 h, 40 pL de uma solucdo a 5 mg/mL de MTT (Sigma
Chemical Co., Saint Louis, MO, EUA) foram adicionados a cada poco e a placa foi
incubada por mais 3 horas. Os sobrenadantes foram removidos, 100 pL de DMSO
foram adicionados a cada pogo para interromper a reacéo e solubilizar os cristais de
formazan, e a placa foi incubada novamente por 10 minutos. A densidade Optica foi
medida em leitor de ELISA (Benchmark BioRad) a 570 nm, com filtro de 620 nm
como referéncia. A quantidade de formazan produzida é diretamente proporcional ao
numero de células viaveis. Os ensaios foram realizados em triplicatas e repetidos
trés vezes, e os resultados foram expressos como o percentual de células viaveis

em relacdo ao controle negativo (células néo tratadas).

3.4.2 Ensaio de Adeséao

Para os ensaios de adeséo, as células HCE foram cultivadas em placas
de 24 pocos (2x10°/500 pL/poco) por 24 horas para a formacdo de monocamada.
Ap6s 24 horas, Acanthamoeba castellanii (6x10%/500 pL/poco) foram tratadas com
as concentracdes 20, 10, 5, 2,5, 1.25 e 0,625 mg/mL do extrato de propolis
(dissolvido em PBS) e incubadas a 30°C por 45 min. Para o controle negativo, 500
pL de suspensdo de amebas em PBS (1:10 v/v), foram adicionadas a monocamada
de células HCE. Apo6s a incubacdo com o extrato, as amebas juntamente com 0s
extratos e o controle foram transferidas para as monocamadas de HCE e incubadas
a 37°C a 5% CO2 durante 1 hora. Decorrido esse tempo, 0 sobrenadante foi
removido para a contagem do nimero de amebas ndo aderidas, utilizando a camara
de Fuchs-Rosenthal. A porcentagem de células aderidas foi calculada da seguinte
maneira: Total de amebas suspensas no sobrenadante dos tratamentos / nimero

total de amebas adicionadas x 100 = % de amebas suspensas em relagdo ao
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controle negativo. A porcentagem das células aderidas foi calculada como segue:

100 - % de amebas suspensas. (modificado a partir de SHOAIB et al., 2013).

3.5 Analise estatistica

Para detectar diferengas entre os tratamentos aplicou-se a andlise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey. O programa utilizado foi o BioEstat
5.0. O nivel de significAncia adotado para os testes foi definido como p<0, 5.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade amebicida do Extrato Aquoso Bruto de Propolis Verde
(EAPV) sobre trofozoitos de Acanthamoeba castellanii.

Conforme os resultados obtidos as doses 20 e 10 mg/mL inativaram
100% dos trofozoitos em 24 horas (Figura 3). Nas concentracbes 5, 2,5 e 1,25
mg/mL o extrato inviabilizou 89,6, 58 e 34,7% dos trofozoitos respectivamente. Estes
resultados diferiram significativamente do controle que recebeu apenas PBS
(p<0,05). Porém, as doses menores 0,625 e 0,312 mg/mL inviabilizaram apenas 8,8
e 7,9%, respectivamente, ndo sendo estatisticamente significativas quando
comparadas com o controle negativo. Resultados semelhantes foram obtidos por
Topalkara e colaboradores (2007), que avaliaram a atividade de um extrato etanolico
duma amostra de propolis da Turquia, contra trofozoitos de A. castellanii, a qual
apresentou Otima atividade amebicida na dose 8 mg/mL. Isso mostra que

concentracfes mais altas sdo necessarias para a inativacao desses microrganismos.
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Figura 3: Atividade amebicida do extrato aquoso bruto de prépolis verde frente aos trofozoitos de A.
castellanii (ATCC 50492). As colunas representam as médias da atividade de diferentes
concentracdes (0,312 a 20 mg/mL) em diferentes tempos (24, 48 e 72 h). Os resultados expressam a
mortalidade relativa ao controle negativo de trés experimentos independentes realizados em triplicata
(n=3). * diferenca significativa em relacéo ao controle negativo (p<0,05).

De acordo com a Figura 3, o extrato apresentou atividade amebicida em

todas as concentracfes nos periodos de tempo do experimento. Nos ensaios de 48
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horas as concentragcfes 20 e 10 mg/mL, comportaram-se iguais as do ensaio de 24
horas, inativando 100% dos trofozoitos. As doses 5, 2,5, 1,25, 0,625 e 0,312 mg/mL
do extrato foram capazes de inativar 93,3, 63,7, 58,3, 41,3 e 31,8% dos trofozoitos,
respectivamente, comparados com o controle. Todas as concentragfes testadas
mostraram diferenga significativa (p<0,05) vs controle negativo. Ao analisar 0s
resultados dos ensaios de 72 horas pdde-se verificar um efeito continuo da a¢éo do
extrato, principalmente na concentracdo 5 mg/mL que inativou 100% dos trofozoitos
(Figura 3). Neste tempo as concentragdes 2,5, 1,25, 0,625 e 0,312 mg/mL o extrato
foi capaz de inativar 75, 66, 54,5 e 41,7% dos trofozoitos, respectivamente,
deferindo significativamente do controle negativo (p<0,05). Nao foi observada a
formacgao de cisto durante todo o experimento. Entre os tratamentos 24 e 48 horas
as concentragbes 1,25, 0,625 e 0,312 mg/mL obtiveram diferencas significativas
(p<0,05), sendo mais eficazes em 48 horas. Entretanto, a dose 5 mg/mL manteve a
mesma atividade até o final das 72 horas. Nao houve diferenca significativa (p<0,05)
entre os ensaios de 48 e 72 horas.

Pdde-se observar que a atividade amebicida do extrato foi dose
dependente, ou seja, a inativacdo dos trofozoitos foi diretamente proporcional ao
aumento da dose. A formacdo de cisto ndo foi encontrada no decorrer dos
tratamentos, porém o extrato induzia o arredondamento e a alteracdo da morfologia
celular. Estudos in vitro em tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi mostraram
gue extrato etandlico (70%) de propolis verde age no complexo de golgi e nas
mitocondrias das formas epimastigotas e na membrana plasmatica das formas
tripomastigotas do protozoario, causando a perda da sua integridade e interferindo
na viabilidade do parasito (SALOMAO et al., 2011).

Os resultados de mortalidade foram comparados com os do controle
positivo utilizando uma solucédo de clorexidina com a concentracao final de 0,02%.
Pode-se verificar que as doses letais do extrato de prépolis (20 e 10 mg/mL) sdo
superiores a dose utilizada no controle positivo e no tratamento da ceratite
amebiana. Com isso, a necessidade de altas doses do extrato aquoso de propolis
poderia dificultar a sua utilizacdo no tratamento de pacientes com ceratite. O
mecanismo de acao da clorexidina € bem conhecido, ela penetra no cisto por meio
do ostiolo e liga-se a bicamada lipidica do trofozoito internalizado. Resultando no
dano da membrana celular, na perda de calcio e eletrdlitos do citoplasma, causando

lise celular e morte (SEAL et al.,, 2003). No entanto, se o produto quimico em
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pesquisa agir sobre a membrana citoplasmatica da ameba, ndo deve causar efeitos
nocivos sobre as células do epitélio ocular. Com isso, a avaliagdo dos mecanismos
de acao do extrato bruto ou o isolamento de algum composto quimico ativo poderia
potencializar a atividade amebicida e otimizar a sua utilizagdo como tratamento
alternativo nos casos de ceratite por Acanthamoeba. Entretanto, € sabido que muitos
compostos ativos de plantas atuam de maneira sinérgica e 0 uso de um Unico
composto poderia apresentar uma atividade biologica reduzida (MULYANINGIH et
al., 2010).

Embora o namero de infeccbes causadas por amebas seja baixo em
comparacao com outras parasitoses causadas por protozodrios (tripanossomiase,
toxoplasmose, malaria, entre outras). A dificuldade de diagnostica-los e o desafio de
encontrar tratamentos antimicrobianos eficazes, em particular, as encefalites tém
sido motivo de preocupacdo para profissionais da area clinica, laboratorial e
parasitologistas (SCHUSTER e VIVESVARA, 2004).

O extrato aquoso de propolis bruto, em estudo, mostrou atividade
amebicida em 24 horas a partir da concentracdo 1,25 mg/mL e em todas as
concentracbes em 48 e 72 horas. Tal atividade pode estar associada a algumas
interacdes de compostos fitoquimicos com a parede celular de Acanthamoeba ou a
penetracdo do composto nos canais de membrana do parasito (MALATYALI et al.,
2012).

Silva Filho e colegas (2009), avaliaram a atividade antiparasitaria de
extratos etandlico e hidroalcodlico bruto de propolis verde brasileira e alguns dos
seus compostos isoladamente sobre Leishmania donovani e Plamodium falciparum.
Ambos o0s extratos mostraram eficacia na inativacao destes protozoarios. O extrato
etandlico bruto de prépolis verde apresentou Clso de 45 pg/mL enquanto o extrato
hidroalcodlico apresentou Clsp de 49 pg/mL. Entre alguns compostos testados
isoladamente o acido ursolico apresentou Clso de 3,7 pg/mL em L. donavani e 1
pg/mL para P. falciparum. Devido ao fato de que a atividade antiparasitaria dos
compostos avaliados isoladamente apresentaram uma Clsop inferior aos extratos
brutos, acredita-se que exista um importante sinergismo, na prépolis, responsavel
por muitas atividades biologicas.

Trabalhos realizados por Wojtyczka e colaboradores (2013), avaliaram a
capacidade do extrato etandlico de propolis, provindo do sudeste da Polbnia, em

inibir a formacé&o de biofilmes de 10 isolados S. epidermidis. A inibicao foi verificada
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nas doses 0,2 mg/mL apds 12 horas de incubacgédo e 0,39 mg/mL apds 24 horas.
Com isso, 0s autores observaram que a atividade do extrato diminui com o passar
do tempo. Uma vez que em 24 horas foi necessaria uma concentracdo mais alta

para inativar essas bactérias.

4.2 Anélise morfologica dos trofozoitos de A. castellanii apos o
tratamento com as solugdes testes do EAPV.

O extrato testado provocou alteracdo na morfologia celular, o seu
arredondamento, bem como o rompimento da membrana plasmatica, como
observado nas concentragbes 5, 10 e 20 mg/mL. Alguns trofozoitos mostravam-se
sem material citoplasmatico, devido provavelmente, a perda da integridade da
membrana celular, impossibilitando a coloracdo com o corante azul de tripano nas
concentragbes 10 e 20 mg/mL (Figura 4). Nas menores concentracdes, eram vistos
alguns trofozoitos com a morfologia celular alterada e outros viaveis sem nenhuma
alteracdo morfoldgica, o que favoreceu a contagem em camara de Fuchs-Rosenthal.
Foi observado que, a medida que se diminuia a concentracdo do extrato, mais
trofozoitos inalterados eram encontrados. Entretanto, foi necessaria a realizacéo de
ensaios confirmatérios através do cultivo monoxénico em placas de agar nédo
nutriente (ANN) a 1,5%. ApOs sete dias de incubacdo pbde-se observar o
crescimento dos trofozoitos que foram tratados com as concentracdes 5, 2,5, 1,25,
0,625 e 0,312 mg/mL (Figura 5). Nas concentracbes 20 e 10 mg/mL nao foi

verificado crescimento.

Figura 4: Trofozoito de A. castellanii ap6s 24 horas de exposi¢do as concentracdes do extrato de
propolis. a. 10 mg/mL. b. 20 mg/mL. As setas mostram o rompimento da membrana plasmética do
trofozoito. Barra = 10 pm.
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Figura 5: Trofozoitos de A. castellanii cultivados em meio agar Page por 7 dias apos tratamento com
0 extrato de propolis. a. Crescimento dos trofozoitos e posterior formacdo de cistos que foram
expostos as concentragbes 5, 2,5, 1,25, 0,625 0,312 mg/mL. b. Trofozoito e cistos que ndo se
desenvolveram em meio agar Page ap0s tratamento com as concentragcées 20 e 10 mg/mL. Barra =
10 pm.

Na Figura 6 verifica-se que a morfologia do trofozoito ap6s a exposicao a
dose 5 mg/mL durante 72 horas apresentou caracteristicas semelhantes as dos
trofozoitos que foram expostos por 24 horas a concentracdo de 10 mg/mL. Embora
esse fato possa confirmar a inativacdo das células, foram realizados testes em

placas de ANN 1,5%, como descrito anteriormente.

a

Figura 6: Trofozoito de A. castellanii apés 24 horas e 72 horas de exposi¢do as concentra¢des do
extrato de propolis. a. 10 mg/mL. b. 5 mg/mL. Barra = 10 um.

4.3 Atividade amebicida do Extrato Aquoso Bruto de Propolis Verde
sobre cistos de Acanthamoeba castellanii.

Devido a dificuldade do tratamento das patogenias causadas por espécies
de Acanthamoeba, por conta da resisténcia do cisto e a ubiquidade desses
microrganismos, diversos extratos naturais tém sido testados a fim de estabelecer
um tratamento eficaz e alternativo contra esse protozoario. De acordo com a Figura
7, 0 extrato apresentou efeito cisticida apenas na concentragdo de 40 mg/mL,
inativando 100% dos cistos ap0s 24 horas de exposicdo. Nos ensaios de 24h
apenas a dose 10 mg/mL ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao

controle negativo (p<0,05), inviabilizando 11,3% dos cistos enquanto a dose 20



26

mg/mL foi um pouco mais eficaz inativando 33%. Entretanto ap6s 48 horas de

exposicdo dos cistos ao extrato a atividade amebicida foi significativa em todas as
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Figura 7. Atividade amebicida do EAPV frente cistos de A. castellanii (ATCC 50492). As colunas
representam as médias da atividade de cada concentracédo do extrato testada, em relacdo ao controle
negativo. * diferenca significativa em relagéo ao controle negativo (p<0,05).

Contudo, a dose 40 mg/mL foi a Unica que mostrou efeito letal sobre os
cistos durante todos os tempos testados. Extrato etandlico de prépolis proveniente
da Turquia foi testado sobre cistos de Acanthamoeba castellanii e a concentracéo
15,62 mg/mL mostrou efeito cisticida apos 48 horas de incubacdo (TOPALKARA et
al., 2007). Este resultado corrobora com o obtido nesse trabalho, que mostra que
doses mais elevadas sdo necessarias para inativar os cistos de A. castellanii. Isso
devido a presenca de uma dupla camada no cisto composta de proteinas e celulose,
gue lhe confere resisténcia a maioria dos antimicrobianos.

Embora a concentracéo letal tenha sido alta (40mg/mL), diversos extratos
naturais testados sobre cistos de Acanthamoeba spp. mostram atividade proxima a
essa concentracdo. Porém, esta dose provavelmente inviabilizaria o uso tépico do

extrato, uma vez que acarretaria em danos consideraveis no epitélio cérneo.

4.4 Analise morfolégica dos cistos de A. castellanii apés o
tratamento com as solucdes testes do EAPV.

Conforme mostra a Figura 8, o extrato provocou diversas alteracbes na
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morfologia dos cistos em todas as concentragfes testadas. Na concentragdo 10
mg/mL alguns apresentaram-se viaveis e com vacuolos, sugerindo que o0s cistos
podem estar iniciando o processo de desencistamento (Figura 8a). Outros
mostraram-se com a coloracdo diferenciada, igual a encontrada nos trofozoitos
(Figura 8b). Essas caracteristicas foram visualizadas em ambos os tempos avaliados
24 e 48 horas. Acredita-se que 0 extrato penetre no cisto amebiano por meio do
ostiolo presente em sua superficie inativando e alterando algumas estruturas

intracelulares.

Figura 8: Cistos de A. castellanii apés 24 e 48 horas de exposi¢do as concentragdes do EAPV. a.
cisto viavel apos exposicdo a dose 10 mg/mL (24 h). b. cisto invidvel apos exposicao a dose 10
mg/mL (48 h). c. cisto viavel apds exposicdo a dose 20 mg/mL (24 h). d. cisto inviavel apos a
exposicao a dose 20 mg/mL (48 h). e.f. cistos invidveis apds exposi¢do a dose 40 mg/mL (24 h e 48
h), respectivamente. Barra = 10 um.

Embora a concentracdo 20 mg/mL tenha apresentado atividade
amebicida mais eficaz contra os cistos do que a de 10 mg/mL, também foram
encontrados cistos viaveis e inviaveis nesses tratamentos (Figura 8c e 8d). Contudo
na concentracdo de 40 mg/mL ndo foram encontrado cistos viaveis, apenas cistos
com a morfologia e coloracdo diferenciada (Figura 8e e 8f). Devido a essas
alteracdes morfologicas e a penetracdo do extrato nos cistos, supde-se que iSso
tenha impossibilitado a internalizagdo do corante vital azul de tripan, dificultando a
confirmacdo dos cistos inviaveis. Devido a isso foram realizados testes
confirmatorios através de cultivos monoxénicos (incubacdo a 30°C por 7 dias).
Decorrido esse tempo as placas foram observadas utilizando o microscépio invertido

e foram encontrados trofozoitos vivos nas placas das concentragbes 10 e 20 mg/ml,
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devido ao desencistamento, confirmando a viabilidade dos cistos nessas doses.
Entretanto na concentracdo de 40 mg/mL os cistos ndo desencistaram e
consequentemente, nenhum trofozoito foi encontrado, comprovando a inviabilidade
dos cistos nessa dose. Foram realizados ensaios prévios com as concentragdes 2,5
e 5 mg/mL, mas devido ao desencistamento logo apds 24 horas de incubacéo,
essas doses ndo foram selecionadas para 0s experimentos com 0s cistos, apenas

com os trofozoitos.

4.5 Ensaio de Adeséao

Visto que o0 processo de adesdo de diversos microrganismos &s
superficies celulares representa um passo inicial para estabelecer uma infeccéo, a
capacidade do EAPV em inibir a adesdo de Acanthamoeba em células HCE (Human
Corneal Epithelial) foi avaliada neste estudo. De acordo com a figura 10, os
resultados mostraram que 95,93% das amebas do controle aderiram-se as células
HCE, comparando com os tratamentos apds 1 hora de incubacdo a 37°C (p<0,05).
Mostrando assim, que o0s extratos inibiram significativamente a adesao de
Acanthamoeba as células. Pbdde-se observar que a inibicdo desta ligacdo foi
dependente da concentracdo do extrato, em que nas doses mais altas 20, 10 e 5
mg/mL apenas, 7,25, 20,15 e 31,15% das amebas, respectivamente, se mantiveram
aderidas as células. Entretanto, nas concentracdes 2,5, 1,25 e 0,625 as amebas
apresentaram adesao de 74,84, 84,84 e 89,84%, respectivamente, nas células HCE.
Mostrando menor atividade das pequenas doses sobre as amebas e
consequentemente ndo impedindo a adesdo destas sobre as células HCE.

Estudos avaliando a capacidade de adesdo de células bacterianas em
células bucais mostraram que quando as bactérias foram expostas a um extrato
hidro-alcodlico de prépolis, a adesdo de Haemophilus influenzae diminui
significativamente (DRAGO et al., 2007). O mecanismo de ac¢éo pelo qual a propolis
afeta a aderéncia de bactérias e protozoarios as superficies celulares, ndo sdo bem
conhecidos (SCAZZOCCHIO et al., 2006). Acredita-se que a propolis possa agir na
membrana citoplasmatica e interferir na emissdo dos pseudopodes deste

protozoario, 0s quais séo utilizados para locomocao e aderéncia.
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Figura 9: Avaliagdo da atividade inibitéria do EAPV na adesdo de A. castellanii as células HCE,
apresentada como porcentagem de células aderidas. As colunas representam a média dos trofozoitos
aderidos em relacdo ao controle — * diferenca significativa em relagéo ao controle negativo (p<0,05).

Alsam e colaboradores (2003), realizaram ensaios de adesdo com
diferentes isolados de Acanthamoeba na presenca e auséncia de diversos acucares
a-manose, xilose, frutose e galactose. Como resultado os tratamentos contendo os
acucares, especialmente com a a-manose, mostraram menor aderéncia dos isolados
as células endoteliais microvasculares. Mostraram também diferencas na adesao
entre os isolados, sugerindo diferencas conformacionais das proteinas de ligacédo a
manose. Contudo, outra possibilidade de mecanismo de acdo do extrato pode estar
associada a inibicdo ou competicAio com o0s receptores de membrana de
Acanthamoeba, tal como de uma proteina ligante a manose (MBP), impossibilitado a
sua aderéncia as ceélulas da cornea na presenca do extrato. Neste trabalho foi
mostrada a capacidade do EAPV em inibir a aderéncia de uma cepa de A.
castellanii, de origem clinica pertencente ao genétipo T4 que possui relevancia por
ser o genotipo mais relacionado as patologias que afetam principalmente as células
do Sistema Nervoso Central e células do epitélio da cérnea. Isto ressalta a
importancia de estudos mais aprofundados sobre substancias que promovam

maiores perspectivas na elaboracao de farmacos naturais.

4.6 Ensaio citotdxico sobre as células HCE

A elaboracao de um produto, como um antimicrobiano, para utilizagao in
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vivo envolve a avaliagdo de varios fatores e entre eles esta o seu potencial citotoxico
em culturas celulares. Solugbes multiuso sé&o elaboradas para a desinfeccdo de
lentes de contato, com o objetivo de impedir a proliferagcdo de microrganismos e
assim evitar uma possivel infeccdo ocular. Estudos realizados recentemente
mostraram que algumas formula¢fes dessas solucdes agridem as células da cérnea
in vivo, causando manchas, necrose e apoptose celular, indicando citotoxicidade
(CHUANG et al., 2008; GORBET et al., 2011; CHOY et al., 2009). A composicao
dessas solugfes envolve um conjunto de agentes antimicrobianos como o timerosal,
clorexidina e cloreto de benzalcénio e ainda polihexametileno biguanida (PHMB) que
atua como conservante (CHOY et al., 2012).

Células da cérnea foram expostas a solugbes multiuso contendo
clorexidina e estas mostraram efeito toxico, inviabilizando 50% das células apos 10
minutos de incubacdo. Foram observados através de citometria de fluxo, danos na
membrana e necrose celular precoce e tardia,. Sugerindo que essa toxicidade
elevada seja devido a presenca da clorexidina nas solugbes (CHOY et al., 2013).
Entretanto o tratamento da ceratite por Acanthamoeba contempla a presenca desse
antimicrobiano, mesmo sendo téxico para o epitélio da cornea. Com isso, a
avaliacdo da atividade citotOxica para a elaboracdo de novos farmacos alternativos

no tratamento de infec¢des por Acanthamoeba faz-se necessaria.
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Figura 10: Ensaio de viabilidade celular (MTT). Avaliacdo do EAPV sobre células HCE, apresentada
como porcentagem de viabilidade celular. As colunas representam a média de células viaveis em
relacdo ao controle — * diferenca significativa em relagéo ao controle negativo (p<0,05).
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Dessa forma, com o objetivo de avaliar a toxicidade do extrato em estudo
e a fim de analisar a sua possivel utilizacdo na medicina alternativa, foi realizado o
ensaio citotoxico sobre células HCE. Conforme mostra a Figura 10 o extrato de
propolis apresentou efeito toéxico nas concentra¢des 5 e 10 mg/mL que matou 47,6 e
55,4% das células, respectivamente. Entretanto, as doses menores 0.312, 0.625 e
1.25 mg/mL n&o diferiram do controle o que néo resultou em efeito toxico sobre as
células. A dose 2.5 mg/mL manteve viavel 82,28% e embora tenha causado algum
dano celular, este néo diferiu significativamente do controle (p<0,05).

Topalkara et al (2007), avaliaram o efeito toxico do extrato etandlico de
prépolis coletada da Turquia sobre o epitélio cérneo de camundongos.
Concentracbes acima de 7,81lmg/mL causaram danos as células e atividade
amebicida da prépolis foi equivalente a da clorexidina. No entanto, Martin e
colaboradores (2013) avaliaram a atividade de extrato aquoso de uma amostra de
propolis brasileira sobre células da cérnea, previamente ferida, e 0 mesmo nao
apresentou efeito téxico na concentracao de 10 mg/mL. Os autores verificaram ainda
0 seu efeito de cicatrizacdo sobre feridas e concluiram que o extrato acelerou o
processo de cicatrizacao e reduziu a resposta inflamatéria. Os efeitos apresentados
pelo extrato sdo semelhantes aos resultados de outros autores, confirmando que a
prépolis verde brasileira apresenta a capacidade de reduzir a necrose e apoptose de
células ganglionares da retina (KESHAVARZ et al., 2009). Conforme Natarajan e
colaboradores (1996), extratos de propolis sédo ricos em terpenodides, derivados de
acido cumarico, cafeoilquinicos e cinamico, que proporcionam tais atividades.
Acredita-se que a presenca desses diversos compostos quimicos nos extratos de
prépolis verde agem de maneira sinérgica beneficiando o crescimento das células
guando presentes em menor quantidade. Outros autores complementam que
extratos aquosos de propolis possuem propriedades antioxidantes e acdes inibitorias
sobre certas enzimas, superiores as encontradas no extrato etanolico (MATSUI et
al., 2004). Tais resultados contribuem com diversas pesquisas que atribuem as
possiveis diferencas encontradas a utilizacdo de métodos de extracdo, solventes e
amostras de propolis distintas.

Embora o extrato em estudo nesse trabalho tenha demonstrado efeito
toxico nas doses de 5 el0 mg/mL, as concentracdes menores mostraram-se
promissoras para a elaboracdo de um farmaco alternativo.

Desta forma, a avaliagdo do efeito toxico do EAPV sobre as células HCE



32

revela que sua utilizagdo sobre o epitélio coérneo seria viavel apenas nas
concentragdes 1,25, 0,625 e 0,312 mg/mL. Embora a dose 2,5 mg/mL n&o tenha
mostrado diferenga significativa quando comparada ao controle, mais estudos s&o
necessarios para averiguar a sua possivel utilizacdo topica sobre as células da

coérnea.

4.7 Ensaio citotéxico sobre as células VERO

A utilizacdo de culturas celulares para a avaliacdo de compostos naturais
exerce papel fundamental na selecdo produtos menos nocivos aos humanos.
Linhagens de células VERO (rim de macaco verde Africano) tém sido utilizadas
como modelo de culturas celulares na avaliacdo do efeito citotdéxico de diversos
extratos naturais e foram escolhidas para esse experimento. Com isso, a
citotoxicidade do extrato aquoso de propolis verde foi avaliada através do ensaio
MTT (MOSMANN, 1983), que possibilitou verificar se o extrato provoca dano as
células de mamiferos. Foram escolhidas trés concentragbes do extrato para serem
testadas, a concentracdo 10 mg/mL que foi capaz de inativar 100% dos trofozoitos
em 24 horas e duas concentracbes menores (5 e 2,5 mg/mL). De acordo com a
Figura 11 pbde-se verificar que o EAPV diminui a viabilidade celular em 42,4% na
concentracdo 10 mg/mL, apresentando diferenca significativa (p<0,05). As doses de
5 e 2,5 mg/mL ndo causaram danos as ceélulas. A concentracédo de 2,5 mg/mL, além

de ndo causar danos as células de mamiferos, beneficiou o seu desenvolvimento
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Figura 11: Ensaio de viabilidade celular (MTT). Avaliacdo do EAPV sobre células da linhagem VERO
(rim de macaco verde Africano), apresentada como porcentagem de viabilidade celular. As colunas
representam a média de células viaveis em relacéo ao controle — * diferenca significativa em relacao
ao controle negativo (p<0,05).

O ensaio citotoxico do extrato também foi realizado sobre células do
epitélio da cérnea como visto no item anterior e mostrou resultados semelhantes aos
obtidos com as células VERO. Em concentracdo menores o extrato beneficiou
ambas linhagens celulares. Entretanto, nas células VERO o efeito téxico foi
observado em concentracdes mais altas do que com as células HCE. Dessa forma,

supde-se que as células VERO sdo menos sensiveis aos efeitos toxicos do extrato.



5 CONCLUSOES

O extrato aquoso de prépolis verde apresentou atividade amebicida
contra os trofozoitos e cistos de Acathamoeba castellanii, inviabilizando-os e
provocando alteracdes morfoldégicas nessas estruturas. A menor dose capaz de
causar 100% da mortalidade dos trofozoitos foi a 10 mg/mL e nos cistos a 40 mg/mL
em todos os tempos avaliados. Entretanto, a concentragdo de 5 mg/mL foi capaz de
inviabilizar 100% dos trofozoitos apés 72 horas de exposicdo ao extrato. Essa
atividade pode estar associada ao sinergismo de diversos compostos quimicos
presentes na propolis.

Por meio dos ensaios de adeséo verificou-se que o EAPV foi capaz de
diminuir a ligacdo de Acanthamoeba as células da cérnea humana (HCE) onde as
concentragbes mais eficazes foram as de 20, 10 e 5 mg/mL.

Através da relizacdo de ensaios de citotoxicidade sobre células HCE e
linhagens de células VERO, pdde-se observar que o extrato ndo mostrou efeito
toxico significativo sobre essas células HCE nas concentragdes 2,5, 1,25, 0,625 e
0,312 mg/mL e nas células VERO nas concetracbes 5 e 2,5 mg/mL. Efeitos
distintos visualizados sobre ambas células revelaram que as células VERO
apresentaram menor sensibilidade ao extrato, sendo portanto, menos apropriadas
para a avaliacdo da atividade citotoxica de extratos de utilizag&o topica ocular.

Embora o extrato aquoso de propolis verde mostra-se promissor para ser
utilizado na medicina alternativa nas concentracdes 2,5, 1,25, 0,625 e 0,312
mg/mL, estas nao inativaram 100% dos trofozoitos de A. castellani. Contudo mais
estudos devem ser realizados a fim de identificar os compostos ativos deste
extrato, bem como revelar os alvos moleculares dessas substancias em
Acanthamoeba a fim de tentar aumentar a tividade do extrato sobre esses
microrganismos. Este foi o primeiro estudo relatando efeitos antiparasitario de

extrato aquoso de propolis verde contra o género Acanthamoeba.
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ANEXOS

ANEXO A: Preparo de meios de cultivo e solug¢des utilizadas

Meio Protease Peptona — Extrato de Levedo — Glicose (PYG)

- 7,59 de proteose peptona

- 0,759 de extrato de levedo

- 0,98¢g de sulfato de magnésio (MgSO,4.7H,0 )

- 0,059g de cloreto de célcio (CaCl,.2H,0)

- 1g de citrato de sédio (NazCgHs07.2H,0)

- 0,029 de sulfato ferroso amoniacal [Fe(NH4)2(S04)2.6 H,0]
- 0,034g de diidrogenofosfato de potassio (KH2PO,)

- 0,355¢g de hidrogenofosfato dissodico anidro (NaH2POy,)

- 159 de glicose (CgH1206)

- Agua destilada g.s.p 1000 mL

Preparo: Todos o0s componentes foram dissolvidos na ordem
apresentada, com excecdo do CaCl, que foi dissolvido separadamente a adicionado
posterior ao resfriamento da solugdo. O pH foi ajustado em 6,5 + 0,2 e a solugéo

esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 min).

Solucédo Salina de Page
- 120 mg de cloreto de sédio (NaCl)
- 4 mg de sulfato de magnésio (MgSQ,. 7 H,0)
- 142 mg hidrogenofosfato dissodico anidro (Na;HPO,)
- 136 mg de diidrogenofosfato de potassio (KH,PO4)
- 4 mg de cloreto de célcio (CaCl,. 2 H,0)
- Agua destilada g.s.p 1000 mL
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Preparo: Todos o0s componentes foram dissolvidos na ordem
apresentada, com excec¢ao do CaCl, que foi dissolvido separadamente e adicionado
posterior ao resfriamento da solugdo. O pH foi ajustado em 6,5 £ 0,2 e a solucao
esterilizada por autoclavagem (121°C por 15 min).

Agar ndo-nutriente (ANN)

- 100 mL de solugéo salina de Page (1X)
- 1,59 de agar

Preparo: O &gar foi dissolvido em 100 mL da solucédo salina e aquecido
até a sua completa dissolucdo. Logo, foi esterilizado por autoclavagem (121°C por
15 min). A distribuicdo do ANN foi realizado em placas de Petri estéreis.

Tampéo fosfato salino (PBS) 10 X concentrado

- 85,09 de cloreto de sodio (NaCl)
- 15,5¢ de fosfato de sédio dibasico (Na;HPO4.2H,0)
- 2,39 de dihidrogenofosfato de sédio (NaH,PO4.H,0)

- Agua deionizada g.s.p. 1000ml

Preparo: Todos os componentes foram dissolvidos juntos. O pH foi
ajustado em 7,2 = 0,2 e a solucdo esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15
min).

Para o preparo da solucao tampao fosfato de sédio 1x, 1 parte da solucéo
de PBS 10x foi diluida em 9 partes de agua destilada deionizada. A solucéo foi

esterilizada por autoclavagem (121 °C por 15 min).



