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Resumo

Onicomicose, popularmente conhecida como micose de unhas, € uma
infeccdo fangica de unhas das maos ou pés causada por fungos
filamentosos dermatdfitos, ndo dermatodfitos ou também por leveduras. A
terapia € limitada principalmente pelo tempo de tratamento. Desta forma,
este trabalho tem o objetivo de estudar in vitro o potencial efeito antifungico,
citotéxico e anti-inflamatoério de extrato de unha de gato e propolis frente a
cepas padrdo e isolados clinicos de leveduras do género Candida spp.
isoladas de pacientes com onicomicose atendidos pelo Laboratorio de
Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas da cidade de Maringa. Os
resultados mostram atividade antifingica satisfatoria para os dois extratos
testados. A citotoxicidade foi moderada, e ndo houve influéncia sobre a
liberacéo de 6xido nitrico. Estes resultados incentivam novos estudos para
aplicacao dos referidos extratos na pratica clinica.

Introducao

Leveduras do género Candida ganharam destaque entre os patdégenos
causadores de onicomicose por apresentarem potencial de viruléncia e
manifestagbes clinicas nos quadros de paroniquia (KIOSHIMA et al., 2002;
DAHDAH e SCHER, 2006). Em alguns casos, ha grande desconforto para o
paciente, cuja queixa principal € a dor que afeta negativamente o bem estar
e a auto-estima (ARAUJO et al., 2003; DAHDAH e SCHER, 2006).
Adicionalmente, situacées de imunossupressao podem aumentar 0S riscos
para o desenvolvimento desta micose de tratamento prolongado e alta taxa
de recaidas e/ou reinfeccdo. Apesar da melhora no tratamento ocorrida nas
Gltimas décadas, a grande limitacdo na terapia da onicomicose, seja oral ou
topica, € a penetracdo do antifingico na unha, da qual depende o sucesso
deste tratamento. Além disso, o curso prolongado de tratamento acaba por
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desencorajar o paciente (DUARTE et al., 2005). O emprego de tratamentos
antifingicos com drogas alternativas tem sido muito estudado, destacando-
se 0s extratos naturais como opcao eficiente e de baixo custo. Diante disso,
0 objetivo deste trabalho foi estudar o potencial antifingico, citotoxico e
antiflamatério dos extratos Uncaria tomentosa (unha-de-gato) e propolis
sobre leveduras padréo e isolados clinicos de onicomicose.

Materiais e métodos

Obtencéo do extrato bruto de Uncaria tomentosa

O extrato bruto de Uncaria tomentosa (unha de gato), foi obtido por
maceracao e extracdo em solucéo hidroalcoodlica. O lenho de unha de gato
(UG) foi pesado (50 gramas) e adicionado inicialmente 80 mL da solugéo
extratora (a@lcool 70%) e mantido em frasco ambar por 14 dias, em
temperatura ambiente e agitacdo randémica. Apos seis dias, foi adicionado
ao macerado mais 80 mL da solucdo extratora a fim de manter o lenho
totalmente submerso na solugdo. O macerado foi filtrado e seu volume foi
ajustado para 100 mL. Para a preservacao das caracteristicas originais, o
extrato foi concentrado em rotaevaporador a vacuo, a 40 °C, até a metade
do seu volume. O concentrado foi acondicionado em frascos especificos
para a liofilizacéo e congelado. A liofilizag&o foi realizada de modo usual, a -
60 °C e pressao de 0,1 mbar, mantendo as amostras protegidas da luz. O
extrato bruto liofiizado (EBL) foi acondicionado em frasco ambar e
armazenado em dessecador até o momento do uso.

Extrato de Prépolis
O extrato de propolis foi preparado e cedido pelo Laboratory of R&D of Drug
Delivery Systems da UEM.

Teste de susceptibilidade ao extratos naturais e fluconazol

Os testes de susceptibilidade foram realizados através da metodologia de
microdiluicdo em caldo, de acordo com documento M27-A3 do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI). Para o teste foram utilizadas quatro
cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC): Candida albicans
ATCC 90028, C. tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis ATCC 22019 e C.
glabrata ATCC 90030. Foram utilizados também dois isolados clinicos
obtidos de pacientes com onicomicose e atendidos no LEPAC-UEM: C.
parapsilosis e C. glabrata.

Preparacao dos extratos para o teste de susceptibilidade antifangica

Para avaliagdo da atividade antifungica do extrato bruto de Uncaria
tomentosa, 10 mg do extrato bruto foi ressuspendido em solucdo
hidroalcoolica (30%) e diluicbes seriadas (razdo 2) foram feitas na placa de
microtitulacao a fim de obter dez concentragfes diferentes, partindo de uma
concentracdo de 5mg/ml (1:2) até a concentracado de 0,009 mg/ml (1:1024).
Em relacdo ao extrato de propolis, 100uL do extrato foi adicionado na
primeira coluna da placa de microdiluicdo e a partir desta foram feitas
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diluicbes seriadas (razdo 2) até a décima coluna a fim de obter dez
concentracdes diferentes,15% (1:2) na primeira coluna até 0,029% (1:1024)
na décima coluna. Como droga de referéncia foi utilizado fluconazol, e as
concentracOes testadas seguiram a referéncia do documento CLSI M27-A3,
sendo 64-0.125ug/mL.

Preparacao do inOdculo para o teste de susceptibilidade antifungica

A partir de um cultivo de 24-48h das leveduras a serem testadas, foi
preparada uma suspensdo inicial a uma concentracdo de 2,5 a 5x10°
UFC/mL, ajustada em camara de Neubauer. Em seguida, foram realizadas
diluicdes seriadas a partir da suspenséao inicial, para obtencdo de inéculo
final, em meio RPMI, contendo 0,5X10% a 2,5X10° UFC/mL. Aliquotas de
100puL do inoculo final foram adicionadas a cada poco das placas de
microtitulacdo contendo as dez diferentes concentragbes do antifungico
diluidos em meio RPMI, chegando-se a concentracdo final desejada de
antifangico e inéculo. As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 24-
48h. Para avaliar a Concentracdo Fungicida Minima (MFC), subculturas de
todos os pocos foram plagueadas em meio SDA e avaliado o crescimento
apos 24h de incubacdo a 35°C. A atividade antifUngica dos extratos foi
avaliado através da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) com reducgéo do
crescimento de aparentemente 90% em relacdo ao controle positivo
(avaliagdo do crescimento fungico com auséncia das drogas avaliadas).

Citotoxicidade dos extratos de propolis e unha de gato em queratindcitos
imortalizados (HaCat) e avaliacdo do potencial anti-inflamatério

Apds confirmada a confluéncia superior a 80% da linhagem celular
plagueada, foram realizados os testes de citotoxicidade e liberacdo de 6xido
nitrico. A acado citotoxica do extrato de propolis e unha de gato foi
investigada através do ensaio colorimétrico com MTT. A viabilidade celular
foi realizada a partir do controle positivo (células sem extrato natural). As
células HaCat também foram utilizadas para o ensaio de avaliacdo do
potencial anti-inflamatério do extrato de unha de gato a partir da medida da
liberacdo de Oxido nitrico pelo método de Griess.

Resultados e Discussao

A partir da avaliacdo antifungica da droga padréo (fluconazol), foi possivel
observar que as cepas de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis foram
sensiveis e C. glabrata sensivel dose-dependente. Além disso, os isolados
clinicos foram sensiveis a referida droga. A Uncaria tomentosa € uma
espécie rica em alcaloides, polifenois e triterpenos derivados do acido
quindvico, acerca da qual ja existem estudos para o tratamento de
inflamacdes articulares, processos alérgicos e infec¢des de pele. A CIM para
o0 extrato de Uncaria tomentosa em 24 e 48h, com a cepa padrao C.
parapsilosis e isolado clinico, foi de 0,625 e 2,5 mg/mL, respectivamente. Ja
para C. glabrata houve diferenca da CIM entre 24 e 48h. Em 24h, a CIM do
isolado clinico de C. glabrata foi de 2,5mg/mL, porém, ndo houve atividade
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antifingica para a cepa padrdo de C. glabrata. Em 48h néo foi observado
atividade antifungica para C. glabrata. Para cepa padrdao de C. tropicalis a
CIM foi de 0,31mg/mL em 24h. Quanto ao propolis, sua aplicacdo contra
fungos tem sido relatada e a opinido corrente € que o uso de preparacoes
padronizadas de propolis é seguro e menos toxico do que muitas outras
drogas sintéticas (MALHOTRA et al., 2011). A CIM para cepas padrao foi: C.
parapsilosis na concentracdo de 0,937%, C. glabrata, 1,875%, C. albicans e
C. tropicalis, 7,5%. Ja para os isolados clinicos, C. parapsilosis e C. glabrata,
as CIM foram de 1,875%. No ensaio de citotoxicidade do extrato de unha de
gato, feito com duas linhagens celulares (HaCat e HUVEC), observou-se,
para ambas, viabilidade celular sempre superior a 80% em concentracdes do
extrato iguais ou menores que 0,08mg/mL. Ja para as concentracdes de CIM
expostas acima, a viabilidade ficou em torno de 42% para HUVEC e 45%
para HaCat. Ndo houve alteracdo na liberacdo de Oxido nitrico nas
concentracdes testadas no ensaio de sensibilidade antifungica.

Conclusodes

Foi possivel observar que o extrato de unha de gato e propolis mostraram
atividade satisfatoria para pelo menos duas espécies de leveduras testadas,
com destaque para a espécie C. parapsilosis, sendo essa a espécie mais
isolada em casos de onicomicose. Os resultados incentivam novos estudos
para aplicacdo desses extratos na pratica clinica.
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