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Resumo

Onicomicose € uma infec¢do fungica causada por dermatofitos, leveduras e fungos
filamentosos nao dermatdfitos (FFND), que se manifesta por espessamento,
descoloracdo e fragilidade das unhas. Entre os FFND, o género Fusarium se
destaca, causando infeccado principalmente no halux e resistente aos antifungicos
convencionais. Antifungicos disponiveis podem causar varios efeitos adversos,
dessa forma, o extrato de prépolis mostra-se eficaz no tratamento de onicomicose. O
objetivo deste estudo foi avaliar a bioatividade do extrato glicélico de propolis (EGP)
em modelo ex vivo com unhas infectadas por Fusarium spp.. Foram usados
fragmentos distais de unhas para testar a bioatividade do EGP frente aos isolados
de Fusarium oxysporum e Fusarium solani, divididos em trés grupos: infectados e
nao tratados (controle positivo); infectados e tratados com EGP em concentragéo
nao toxica (712,5 pg/mL); infectados e tratados com EGP na concentracdo maxima
(5.700 pg/mL) e controles negativos constituido de apenas unha e EGP (sem
infeccao). Os fragmentos foram tratados a cada 12 horas por 7 dias. A eficacia do
tratamento foi avaliada por microscopia optica, com clarificagdo em KOH e coloragao
com azul de Evans, além da cultura em SDA. Como resultado, os isolados fungicos
utilizaram a unha saudavel como unica fonte de nutrientes no controle positivo. O
controle negativo, com unhas e EGP, ndo apresentou crescimento fungico. O
tratamento com EGP, na concentragdo maxima (5700 yg/mL) e determinada pelo
teste de suscetibilidade (712,5 ug/mL), inibiu o crescimento de F. oxysporum e F.
solani. Diante dos resultados, a aplicagdo do modelo ex vivo utilizando fragmentos
de unha mostra-se promissor, uma vez que é capaz de incorporar fatores biolégicos
do hospedeiro e melhora a simulagdo das condi¢gdes in vivo. Assim, o EGP
demonstra bioatividade frente as espécies de Fusarium spp., indicando sua
aplicabilidade de uso topico para o tratamento de onicomicoses.
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Introducgao

Onicomicose, ou micose de unha, € uma infecgdo fungica provocada por fungos
dermatdfitos, leveduras e fungos filamentosos nao dermatofitos (FFND), sendo o
disturbio ungueal mais comum. Esta infeccdo se manifesta pelo espessamento,
descoloracao e fragilidade das unhas, podendo provocar dor ao usar sapatos devido
a hiperqueratose. Além dos sintomas fisicos, a condigdo causa impactos
psicossociais e estéticos significativos para os pacientes (HAGHANI et al., 2024).
Dentre os FFND causadores de onicomicose, destaca-se o género Fusarium, um
fungo ambiental responsavel por causar infecgao principalmente no dedao do pé,
através da regidao anatdmica lesionada em contato com o solo. A infecgdo pode se
manifestar através de sinais clinicos como paroniquia superficial, subungueal ou
aguda. Espécies clinicamente relevantes de Fusarium séo geralmente resistentes a
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todos os antifungicos, incluindo azois, equinocandinas e polienos (LU et al., 2023).
Os antifungicos atualmente disponiveis podem causar uma série de efeitos
adversos, o que pode levar os pacientes a interromperem o tratamento. Nesse
cenario, o extrato de prépolis tem se mostrado eficaz no tratamento de infecgdes
fungicas e na prevengao da resisténcia microbiolégica aos antifungicos comerciais.
(VEIGA et al., 2018). Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
bioatividade do extrato glicolico de propolis em modelo ex vivo, utilizando fragmentos
de unhas infectadas com espécies de Fusarium spp..

Materiais e métodos

Extrato de propolis

Neste trabalho foi utilizado o extrato glicélico de propolis alpino (EGP) 30% (m/m). A
concentracdo do EGP foi estabelecida de acordo com o valor de concentragcédo de
polifendis totais (CPT).

Isolados clinicos
Para este estudo, foram utilizados isolados de colec&o Fusarium oxysporum (CMRP
2925) e Fusarium solani (CMRP 5665) advindos de escamas da unha do pé.

Infecgdo e tratamento em modelos alternativos ex vivo, simulando tratamento in situ
Foram utilizados fragmentos de unhas de um biobanco , os quais pertenciam a
regido distal da unha e foram previamente coletados de pacientes saudaveis que
ndo estavam recebendo terapia antifungica (CAAE 31702520.4.0000.0104). O
ensaio foi realizado com os fungos F. oxysporum e F. solani, divididos em 3 grupos
para cada espécie: infectados e n&o tratados (controle positivo de crescimento);
infectados e tratados com EGP na concentragado néao toxica (712,5 ug/mL de CPT),
determinada previamente em modelos de larvas de T. molitor; infectados e tratados
com EGP em sua maior concentracdo (5.700 ug/mL de CPT). Também foram
incluidos mais dois grupos para cada concentragdo de EGP, os quais receberam
apenas o tratamento, sem infec¢ao (controle negativo de crescimento). Para cada
grupo, seis fragmentos de unha foram colocados em laminas de vidro com a
superficie da unha ventral para cima. A infeccéo foi realizada com a pipetagem de 3
uL da suspenséo fungica contendo 1,2x107 conidios/mL. Na sequéncia as laminas
de cada grupo, contendo os fragmentos de unha, foram colocadas em placa de Petri
estéril e incubadas durante 7 dias a 25 °C. Apo6s 12 horas de incubagéo, os grupos
tratados receberam 5 yL de EGP, durante 7 dias a cada 12h. A avaliagdo do
tratamento foi realizada através de microscopia 6ptica, em que as unhas foram
clarificadas com hidréxido de potassio (KOH) a 40% e corados com azul de Evans,
possibilitando a visualizagdo de estruturas como hifas e conidios. Além disso, foi
realizada a cultura das unhas em SDA para confirmar os achados da microscopia
Optica.

Resultados e discusséo

Os isolados fungicos do grupo controle positivo foram capazes de utilizar a unha
saudavel como a unica fonte orgénica de nutrientes. O grupo controle negativo,
composto apenas por unhas e EGP, ndo apresentou crescimento fungico. No grupo
tratado, apds 7 dias de aplicagdo a cada 12 horas com EGP em sua concentragao
maxima (5700 ug/mL de CPT) e na concentragao previamente determinada pelo
teste de suscetibilidade (712,5 pg/mL), observou-se que o EGP inibiu o crescimento
dos isolados de Fusarium oxysporum e Fusarium solani (Figura 1 e 2).
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Figura 1 - Resultado da microscopia 6ptica dos fragmentos de unha utilizados para infecgéo e
tratamento com EGP. No grupo nao tratado, é possivel observar estruturas fungicas. O EGP inibiu o
crescimento de F. oxysporum e F. solani, uma vez que nao foram visualizadas estruturas fungicas.
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Figura 2 - Cultura dos fragmentos de unha em Sabouraud Dextrose Agar (SDA) durante 7 dias. O
fungo presente nas unhas do grupo nao tratado mostrou viabilidade em SDA. No entanto, F.
oxysporum e F. solani tiveram crescimento inibido apds tratamento com EGP.

Este trabalho buscou avaliar através do modelo ex vivo, a bioatividade do EGP
frente a espécies de Fusarium spp. causadoras de onicomicose como uma
alternativa terapéutica aos antifungicos classicos. Pesquisas com alternativas
farmacoterapicas, incluindo extratos de prépolis, ampliam estudos medicinais
tradicionais, contribuindo para avangos e novas terapéuticas (DO NASCIMENTO e
DE FRANCA VERAS, 2020).

Os modelos experimentais ex vivo foram desenvolvidos para superar limitacbes dos
métodos in vitro, incorporando fatores biolégicos do hospedeiro e aprimorando a
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simulacao de condig¢des in vivo (CASTELO-BRANCO et al., 2020). O tratamento dos
fragmentos de unha, realizado a cada 12 horas por 7 dias com EPG, mostrou-se
eficaz contra infec¢gdes por F. oxysporum, F. solani, assim como em um estudo
conduzido por Veiga et al., (2018), em que 16 pacientes aplicaram duas gotas de
extrato de propolis nas unhas duas vezes ao dia e, apds seis meses de tratamento,
mostraram uma melhora clinica significativa. Estes resultados corroboram os
achados de Corréa et al., (2020) que investigaram a acédo de extratos de propolis
contra C. albicans. Eles mostraram que a prépolis tem um mecanismo fungistatico
que depende da dose e do tempo, enfatizando a necessidade de reaplicacdo para
manter sua atividade antifungica. Essa caracteristica foi observada em nosso
modelo ex vivo, onde a aplicacdo de EGP a cada 12 horas durante 7 dias foi eficaz
para inibir o crescimento dos isolados fungicos testados. Isso reforca a eficacia do
tratamento com propolis na gestao de infecgdes fungicas.

Conclusoes

Pode-se concluir que, com base na aplicagdo do modelo ex vivo utilizando
fragmentos de unha, o EGP demonstra bioatividade frente as espécies de Fusarium
spp., indicando sua aplicabilidade de uso topico para o tratamento de onicomicoses.
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