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RESUMO 

A Cromoblastomicose (CBM), micose subcutânea crônica causada por 
fungos melanizados, como Fonsecaea pedrosoi, foi incluída, em 2017, no rol das 
Doenças Tropicais Negligenciadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS), 
destacando a necessidade de avanços no diagnóstico e tratamento. Atualmente o 
tratamento de escolha é o itraconazol (ITR), embora a resposta ainda seja limitada, 
mesmo quando associado a outros fármacos ou terapias. A melanina, componente 
importante da parede celular do F. pedrosoi, está associada à maior virulência e 
resistência aos tratamentos. A via de síntese da melanina humana e fúngica é 
bastante semelhante. Nesse sentido, esse estudo, avaliou, in vitro, o efeito da 
hidroquinona (HQN) e do ácido tranexâmico (ATX), agentes despigmentantes 
utilizados no tratamento do melasma, em dois isolados clínicos de Fonsecaea 
pedrosoi FpJW e FpBR, isoladamente e em associação ao ITR. Além disso, 
investigou-se, in silico, a interação molecular do ATX em comparação com HQN e 
Ácido Kójico (KOJ) com alvos da via da melanina, por meio de dockagem molecular.  
Determinou-se a concentração inibitória mínima (CIM) e a concentração fungicida 
mínima (CFM) dos fármacos por microdiluição em caldo, com leitura visual. A 
interação entre ITR e HQN foi avaliada pelo método Tabuleiro de Xadrez. A CIM do 
ITR foi de 2µg/mL, para FpJW e 0,5µg/mL para FpBR. Além disso, a HQN demonstrou 
efeito citotóxico e fungicida com CIM e CFM iguais a 780µg/mL para ambos os 
isolados, mesmo não sendo um antifúngico clássico. A associação HQN + ITR 
resultou em efeito aditivo, com redução de até 50% da CIM da HQN e de até 1/32 da 
CIM do ITR para FpJW e 1/16 para FpBR, evidenciando pela primeira vez o efeito da 
HQN sobre a espécie fúngica e tornando possível seu uso como adjuvante em 
tratamento do CBM. Além disso, por se tratar de um fármaco tópico e por ter 
apresentado efeito fungicida, em casos específicos como os de pacientes 
hepatopatas, com restrição de uso de terapias sistêmicas, torna-se uma possibilidade 
de tratamento isolado. Sugere-se, ainda, que ao associar HQN ao ITR seja possível 
reduzir o tempo de tratamento da doença, incluindo possível reposicionamento do 
fármaco. A análise in silico demonstrou que o ATX interage com alvos da 
melanogênese com padrão de ligação semelhante aos da HQN e do KOJ, sugerindo 
possível ação inibitória da melanina, dando suporte à manutenção do uso desse 
fármaco como opção terapêutica no melasma, pois sugere fortemente que há ação 
direta na síntese da melanina, fato ainda pouco elucidado na literatura. Este é o 
primeiro estudo conhecido a demonstrar, in vitro, o potencial da hidroquinona como 
adjuvante no tratamento da Cromoblastomicose. A HQN, por ser de uso tópico, baixo 
custo e segurança já estabelecida, surge como uma alternativa promissora. Os 
resultados inovadores ampliam o horizonte terapêutico da CBM e reforçam a 
importância do reposicionamento de fármacos em doenças negligenciadas. Além 
disso, é o primeiro estudo a comparar in sílico a ação do ATX ao KOJ e HQN e 
demonstrar ação direta na via de síntese da melanina, elucidando os efeitos clínicos 
já amplamente relatados na literatura. 

Palavras-chave: Cromoblastomicose; Fonsecaea pedrosoi; Melanina; 
Melanogênese; Tratamento antifúngico; Hidroquinona; Ácido Tranexâmico; in vitro; in 
silico.  

  



ABSTRACT 

Chromoblastomycosis (CBM), a chronic subcutaneous mycosis caused by 
melanized fungi such as Fonsecaea pedrosoi, was included in 2017 in the list of 
Neglected Tropical Diseases by the World Health Organization (WHO), highlighting the 
urgent need for advances in diagnosis and treatment. Currently, the drug of choice is 
itraconazole (ITR), although therapeutic response remains limited, even when 
combined with other drugs or treatment modalities. Melanin, a key component of the 
F. pedrosoi cell wall, is associated with increased virulence and resistance to antifungal 
therapy. Notably, the melanin biosynthesis pathway in humans and fungi is highly 
conserved. In this context, the present study evaluated, in vitro, the effect of 
hydroquinone (HQN) and tranexamic acid (ATX)—depigmenting agents commonly 
used in the treatment of melasma—on two clinical isolates of F. pedrosoi (FpJW and 
FpBR), both individually and in combination with ITR. Furthermore, in silico molecular 
docking analysis was conducted to assess the interaction of ATX with targets in the 
melanin synthesis pathway, compared to HQN and kojic acid (KOJ). Minimum 
inhibitory concentrations (MICs) and minimum fungicidal concentrations (MFCs) of the 
compounds were determined by broth microdilution with visual inspection. The 
interaction between ITR and HQN was evaluated using the Checkerboard assay. The 
MIC of ITR was 2 µg/mL for FpJW and 0.5 µg/mL for FpBR. HQN, although not a 
conventional antifungal, exhibited cytotoxic and fungicidal activity with MIC and MFC 
values of 780 µg/mL for both isolates. The combination of HQN and ITR produced an 
additive effect, with a 50% reduction in HQN MIC and a reduction in ITR MIC of up to 
1/32 for FpJW and 1/16 for FpBR. These findings provide the first evidence of HQN 
activity against F. pedrosoi, supporting its potential use as an adjuvant in the treatment 
of CBM. Additionally, due to its topical route of administration and demonstrated 
fungicidal activity, HQN may be considered as a standalone treatment in specific 
clinical scenarios, such as in patients with hepatic impairment where systemic 
therapies are contraindicated. The combination therapy may also reduce treatment 
duration, further supporting the potential drug repurposing of HQN for CBM. An in silico 
analysis revealed that ATX interacts with melanogenesis targets in a binding pattern 
like that of HQN and KOJ, suggesting direct inhibitory activity on melanin biosynthesis. 
These findings support the continued therapeutic use of ATX in melasma and 
contribute to a better understanding of its molecular mechanism, which remains 
underexplored in literature. To the best of our knowledge, this is the first study to 
demonstrate the in vitro potential of hydroquinone as an adjuvant in the treatment of 
chromoblastomycosis. Given its topical use, low cost, and well-established safety 
profile, HQN emerges as a promising therapeutic alternative. These innovative findings 
expand the therapeutic landscape for CBM and underscore the importance of drug 
repurposing in the context of neglected diseases. Moreover, this is the first study to 
compare the in silico activity of ATX with that of KOJ and HQN, demonstrating a direct 
action on the melanin biosynthetic pathway and providing new insights into its widely 
reported clinical effects. 

Keywords: Chromoblastomycosis; Fonsecaea pedrosoi; Melanin; 
Melanogenesis; Antifungal therapy; Hydroquinone; Tranexamic acid; in vitro; in silico. 
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1. INTRODUÇÃO 

Durante a graduação em Medicina na Universidade Federal do Maranhão 

(UFMA), tive a oportunidade de participar, por meio de projeto de extensão, do 

ambulatório de Cromoblastomicose coordenado pela Profª Dra. Conceição Pedrozo, 

referência internacional na pesquisa sobre a doença. Posteriormente, ao iniciar minha 

atuação profissional como médica na Atenção Primária à Saúde em municípios do 

interior do Maranhão — Paulino Neves, Humberto de Campos e Urbano Santos — 

deparei-me com a elevada frequência de dermatoses de difícil diagnóstico e manejo, 

o que motivou minha especialização em Dermatologia. Durante esse processo 

formativo, em Fortaleza, chamou-me a atenção o uso terapêutico de fármacos por 

efeitos não primários, em especial o ácido tranexâmico, tradicionalmente utilizado em 

contextos de controle hemorrágico, como vivenciei na emergência oncológica do 

Hospital Aldenora Bello, mas que também vinha sendo empregado no tratamento do 

melasma, devido à sua ação indireta na melanogênese. Essa observação suscitou, 

ainda em 2017, a hipótese de que o ácido tranexâmico poderia exercer efeito inibitório 

sobre a melanina do Fonsecaea pedrosoi, agente etiológico da Cromoblastomicose, 

favorecendo a ação antifúngica do Itraconazol. Esse questionamento inicial foi 

compartilhado com a Profª Conceição, que prontamente demonstrou abertura à 

investigação. Anos depois, ao ingressar no Programa de Pós-Graduação em Ciências 

da Saúde da UFMA, essa hipótese foi retomada e, com o amadurecimento teórico e 

metodológico proporcionado pelo doutorado, ampliada para incluir também a 

hidroquinona, reconhecida pelo seu potente efeito despigmentante. Assim se delineou 

a presente tese, cujo objetivo é investigar a ação adjuvante desses agentes sobre a 

melanogênese fúngica e sua possível contribuição para o tratamento da 

Cromoblastomicose. 

A Cromoblastomicose (CBM) é uma doença fúngica crônica, profunda, que 

acomete a pele e o subcutâneo. Em 2017, foi incluída entre as doenças tropicais 

negligenciadas pela Organização Mundial de Saúde (OMS), doenças essas que, em 

janeiro de 2023, entraram para um esforço mundial para erradicação até 2030 (WHO, 

2021). As manifestações clínicas da doença são bastante variadas, incluem lesões 

nodulares, placas, verrucosas, tumorais e cicatriciais, conforme classificação proposta 

por Carrion em 1950 (Brito e Bittencourt, 2018). Além disso, as lesões podem ser 
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classificadas como leve, moderada e grave conforme a proposta de Queiroz-Telles 

em sua tese de doutorado em 1996, e são avaliadas por tipo, tamanho e quantidade 

de lesões (Queiroz-Telles e Santos, 2012). 

O principal agente causador da CBM em regiões tropicais e, em especial, 

no estado do Maranhão é o Fonsecaea pedrosoi (Santos et al., 2020), pertencente à 

família dos Demáceos ou Dematiáceos e são considerados dimórficos no habitat e na 

forma de vida. Fungos que pertencem a essa classe são chamados fungos negros por 

apresentarem melanina na sua constituição e são visualizadas duas formas 

reprodutivas: conídeos e micélios e corpúsculos muriformes. A forma infectante da 

CBM é o corpúsculo muriforme e sua presença na amostra biopsiada da pele para 

confirmação do diagnóstico é patognomônico da doença (Queiroz-Telles, Fahal, et al., 

2017). 

A CBM é uma doença de difícil terapêutica, tanto pela demora diagnóstica, 

quanto pela cronicidade das lesões (Queiroz-Telles e Santos, 2013). Além disso, a 

melanina presente na constituição do fungo é um dos fatores que se considera conferir 

resistência a diversos meios hostis, incluindo o sistema imune do hospedeiro, com 

associação documentada do aumento da virulência (Chongkae et al., 2019; Eisenman 

e Casadevall, 2012; Mora-Montes et al., 2022; Nosanchuk, Stark e Casadevall, 2015; 

Pinto et al., 2011). Os tratamentos atuais, em Cromoblastomicose, são realizados, 

principalmente, com o uso de antifúngicos sistêmicos, como Itraconazol (ITR) e 

Terbinafina (TRB) (Brito e Bittencourt, 2018) que atuam na membrana celular do 

fungo, interferindo, geralmente, na síntese de lipídeos. O F. pedrosoi, porém, tem 

suscetibilidade diferente aos antifúngicos atuais, ainda que ajam de maneira 

semelhante, e a resposta terapêutica é ruim.  

Nos seres humanos, a melanina é encontrada em locais diversos, em 

especial, ao conferir pigmentação ao tegumento, pele e cabelo (Joly-Tonetti et al., 

2016). As alterações de pele causadas por distúrbios da pigmentação são chamadas 

discromias e podem ser hipopigmentares quando a melanina está reduzida ou 

hiperpigmentares quando está acumulada (Lipsker e Lenormand, 2019). Dentre as 

alterações da pigmentação que ocorrem com acúmulo de melanina na pele humana 

encontramos o Melasma. É um distúrbio adquirido, que acomete principalmente a 

face, com máculas hipercrômicas, alterando a densidade dos vasos sanguíneos na 
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derme e aumentando o número de melanossomos nos melanócitos (Sehgal et al., 

2011) e considerado um desafio terapêutico para os profissionais.  

A hidroquinona (HQN) é o tratamento tópico de primeira linha para essa 

afecção, agindo na síntese da melanina através do bloqueio da ação da enzima 

tirosinase (Grimes et al., 2019), importante para a conversão da tirosina até a melanina 

ativa, porém, com o inconveniente de causar irritação local. A utilização da HQN como 

agente branqueador é citada desde 1956, após Oettel, em 1936, (apud Nordlund, 

Grimes e Ortonne, 2006) observar que gatos pretos ficaram com pelos acinzentados 

após ingestão de HQN. Nos seres humanos, este fármaco é utilizado em formulações 

tópicas, isoladamente ou em associação com outros componentes (Hammerschimidt 

et al., 2012) e sugere-se que, assim como em humanos, o uso no tratamento da CBM 

possa bloquear a produção de melanina no F. pedrosoi melhorando a ação do ITR. 

Recentemente, o ácido tranexâmico (ATX) passou a ser usado como opção 

terapêutica para o Melasma (Banihashemi et al., 2015; Saki, Darayesh e Heiran, 2018; 

Tehranchinia, Saghi e Rahimi, 2018), após uma descoberta acidental em 1979 quando 

Sadako, (apud Pazyar et al., 2019) observou o efeito clareador no melasma de um 

paciente em tratamento de urticária crônica. A indicação principal para uso desse 

fármaco se dá para prevenção e controle de hemorragias em pós-operatório de 

cirurgias digestivas, urológicas, ginecológicas ou para hemofilia. Cho et. al. (2017) 

demostraram em estudo experimental que o ATX pode ser usado como agente 

branqueador no melasma, pois o fármaco tem capacidade de reduzir a melanogênese 

através da ativação de autofagia por mais de uma via, em cultura de células de 

melanoma. Ao avaliar as vias de síntese da melanina em fungos e em humanos, 

ambos os pigmentos são formados através da oxidação e polimerização de 

compostos fenólicos (Eisenman e Casadevall, 2012; Pal, Gajjar e Vasavada, 2014; 

Suwannarach et al., 2019), justificando a possibilidade de ação deste fármaco no 

bloqueio de melanina do F. pedrosoi tal qual ocorre nos seres humanos 

Nos últimos anos muitos fármacos vem sendo estudados e descobertos 

através de experimentos diversos. O uso das tecnologias tem se mostrado um grande 

aliado no desenvolvimento de pesquisas, em especial nas ciências da saúde. O uso 

racional de animais nos laboratórios e o advento da biotecnologia e bioinformática tem 

dado suporte de grande valor para os pesquisadores, por vezes reduzindo custos e 
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encurtando o trajeto de seleção de alvos/ interações para definição de intervenções. 

Os testes in silico já são uma realidade para a pesquisa de ação de fármacos ou 

compostos bioativos, além de trazerem informação sobre possíveis vias de 

sinalização ou interação entre proteínas (Komura, Watanabe e Mizuguchi, 2023). 

A bioinformática mostra-se uma solução efetiva e financeiramente viável 

para a ampliação da gama de testes possíveis de serem realizados a partir das 

estruturas mínimas dos compostos (Caldwell, 2015). Os softwares e ferramentas 

disponíveis incluem desde a caracterização de diferentes níveis de estruturas, com 

definição da sequência de aminoácidos simples até a determinação tridimensional 

destas moléculas, traduzindo de forma multidisciplinar a informação biológica obtida 

dos testes in silico. Neste trabalho, utilizaremos a dockagem molecular do ATX com 

os alvos da via de síntese da melanina para avaliar o tipo de interação e justificar seu 

uso como adjuvante no tratamento da CBM e do Melasma. 

Diante do exposto, o presente estudo tem por objetivo avaliar, in vitro, a 

suscetibilidade de dois isolados clínicos de Fonsecaea pedrosoi ao itraconazol (ITR), 

administrado isoladamente e em associação com a hidroquinona (HQN) e o ácido 

tranexâmico (ATX). Paralelamente, será realizada uma análise in silico para investigar 

potenciais interações do ATX com alvos moleculares envolvidos na via de síntese da 

melanina fúngica, a fim de verificar sua aplicabilidade como agente adjuvante no 

tratamento da Cromoblastomicose. A hipótese que fundamenta este trabalho é a de 

que o uso de HQN e ATX — fármacos já utilizados clinicamente em seres humanos 

para a modulação da melanogênese — possa ser eficaz na redução da melanina 

presente na parede celular de Fonsecaea pedrosoi, favorecendo a permeabilidade ao 

itraconazol e, consequentemente, otimizando sua eficácia terapêutica. Ressalta-se 

que a melanina, além de representar um importante componente estrutural da parede 

celular fúngica, está associada ao aumento da virulência do patógeno e à resistência 

frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Até o presente momento, não foram 

identificados na literatura científica estudos que avaliem a associação do ATX e/ou da 

HQN ao ITR no tratamento da Cromoblastomicose, o que confere caráter inédito e 

potencial translacional à presente investigação. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Breve Histórico da Cromoblastomicose 

A CBM foi descoberta há mais de 110 anos e o principal agente causador, 

o Fonsecaea pedrosoi foi relatado no Brasil pela primeira vez em 1911 (Torres-

Guerrero et al., 2012) apesar da controvérsia histórica de a quem deve ser atribuído 

o primeiro caso. Em 1914, no estado de Minas Gerais, o alemão Wilian Rudolph relata 

um caso de CBM com a descrição micológica associada ao fungo Fonsecaea 

pedrosoi. Outros relatos de casos sequentes, nas Américas, associados à doença, 

ocorreram em 1915 nos EUA, 1920 no Brasil e 1936 na Argentina (Queiroz-Telles, et 

al., 2017). O nome Cromoblastomicose como uma entidade separada das demais 

micoses causadas por fungos negros surge como necessidade de diferenciar do grupo 

heterogêneo das feohifomicoses, em 1974 (Ajello et al., 1974). 

O fungo em seu habitat natural está na forma saprófita, os conídeos ou 

micélios. Nos seres humanos infectados encontra-se na forma conhecida como 

corpúsculo muriforme ou, ainda, corpos escleróticos. Esta característica de ter duas 

formas de vida (saprófita e parasita) somada a capacidade de se reproduzir por 

conídios e corpúsculos, atribui ao F. pedrosoi a qualidade de fungo dimórfico. Apesar 

de também ser chamada de cromomicose e estar assim registrada na classificação 

internacional de doenças (CID-10), o termo cromoblastomicose foi definido pelos 

micologistas/especialistas como mais adequado para designar a doença e diferenciá-

la de outras micoses profundas (Brito e Bittencourt, 2018). Atualmente, a 

Cromoblastomicose está classificada sob os códigos internacionais de doenças CID-

10: B43 e CID-11: 1F24.  

Em 2013, a Universidade Federal do Maranhão (UFMA) teve a honra de 

sediar o Simpósio Internacional em comemoração aos 100 anos da descoberta da 

CBM, evento de elevada relevância científica que reuniu os principais especialistas 

mundiais na área, incluindo o então presidente da International Society for Human and 

Medical Mycology (ISHAM). A coordenação do evento foi realizada pela Prof.ª Dra. 

Conceição de Maria Pedrozo e Silva de Azevedo, referência internacional nos estudos 

sobre Cromoblastomicose, cuja atuação tem sido decisiva para o fortalecimento da 

pesquisa micológica em regiões tropicais, especialmente no Brasil. 
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A Prof.ª Conceição integra a Rede Internacional de Pesquisadores em 

Cromoblastomicose, grupo colaborativo multidisciplinar que atua na vigilância, 

pesquisa translacional, diagnóstico e desenvolvimento terapêutico da doença. Esta 

rede reúne diversos países, com o México, França, Argentina, Índia, China e Brasil, 

entre outros. A participação ativa da professora nessa rede reforça sua liderança 

científica e o papel estratégico da UFMA e do estado do Maranhão como epicentro 

tanto da ocorrência da Cromoblastomicose quanto da produção técnico-científica 

dedicada ao enfrentamento da doença. A elevada endemicidade no estado e os 

esforços locais de pesquisa conferem ao Maranhão uma posição de destaque 

internacional na busca por soluções diagnósticas e terapêuticas frente a essa micose 

profunda e negligenciada. 

 

2.2 Agentes Etiológicos e Epidemiologia 

Os fungos demáceos, especialmente os pertencentes aos gêneros 

Cladophialophora (Figura 1A) e Fonsecaea (Figuras 1B e 1C), representam os 

agentes etiológicos mais frequentemente implicados na etiopatogenia da 

Cromoblastomicose. Em alguns casos menos frequentes também encontramos o 

gênero Rhinocladiella, Phialophora e Exophiala (Ariani, Rizal e Ledika Veroci, 2023).  

Análises filogenéticas indicam que esses microrganismos compartilham um ancestral 

comum, evidenciando uma origem evolutiva comum dentro do grupo dos fungos 

melanizados, o que reforça sua proximidade taxonômica e funcional no contexto das 

micoses subcutâneas (Figura 1D). Os climas tropicais e subtropicais são as áreas 

geográficas com maior número de casos relatados, (Krzys̈ciak, Pindycka-

Piaszczyńska e Piaszczyński, 2014) sendo algumas regiões mais prevalentes, mas 

não exclusivas, para uma espécie. Na América do Norte encontramos o México como 

local de maior endemicidade, sendo o Fonsecaea pedrosoi com maior relato de casos 

(Bonifaz, Carrasco-Gerard e Saul, 2001). Já na América Latina, temos os gêneros 

Fonsecaea e Cladophialophora, enquanto na Ásia, com Japão, China e Índia 

importantes focos da doença, com caso de Fonsecaea e Exophiala (Queiroz-Telles, 

Hoog, et al., 2017) (Figura 1E). No estado Maranhão, o fungo Fonsecaea pedrosoi é 

o agente etiológico mais encontrado (Santos et al., 2020). 
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Figura 1. Gêneros Fonsecaea e Cladophialophora, árvore filogenética 

dos agentes etiológicos e distribuição geográfica mundial da Cromoblastomicose. 

A) Cladophialophora bantiana B) Fonsecaea pugnacius C) Colônia de Fonsecaea pedrosoi 
D) Árvore Filogenética dos fungos causadores da Cromoblastomicose. E) Distribuição dos 
casos de Cromoblastomicose com agente etiológico.  
Fonte: A) Revankar e Sutton, 2010, B) e C) Azevedo, et al., 2015; D) e E) Queiroz-Telles, et. 
al., 2017. 
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A Cromoblastomicose (CBM) é uma doença causada por fungos 

demáceos, especialmente o Fonsecaea pedrosoi (Santos et al., 2007; Torres-Guerrero 

et al., 2012) e é a segunda micose de inoculação em maior prevalência no mundo 

(Queiroz-Telles, Fahal, et al., 2017). O fungo tem como habitat natural as áreas em 

decomposição do solo e os lavradores ou indivíduos que trabalham com a terra e/ou 

os animais, consequentemente, são os mais acometidos pela CBM (Avelar-Pires et 

al., 2013), que pode ser considerada uma doença ocupacional. No Maranhão, 

historicamente a situação das quebradeiras de coco babaçu, uma atividade rural 

realizada com as profissionais sentadas diretamente no solo, confere a esta profissão 

um importante foco da doença (Pedroso e Silva et al., 1995; Silva de Azevedo, 2010), 

embora a prevalência dos casos seja maior no sexo masculino (Queiroz-Telles et al., 

2009; Santos et al., 2021). Apesar dos casos serem amplamente relatados como mais 

prevalentes em homens, os dados reais sobre incidência e prevalência são 

desconhecidos, especialmente por se tratar de doença negligenciada (Santos, 

Azevedo e Queiroz-Telles, 2025). Dessa forma, o perfil epidemiológico da doença, 

que incide predominantemente em populações economicamente vulneráveis, com 

limitado acesso a medidas de proteção individual e a serviços especializados de 

saúde favorece a natureza crônica das lesões, aliada ao atraso diagnóstico frequente, 

contribuindo para a persistência da infecção e para o agravamento do quadro clínico 

ao longo do tempo. 

 

2.3 Apresentação clínica 

A CBM tem um amplo espectro de apresentação clínica, que inclui desde 

lesões nodulares, passando por lesões em placas até extensas lesões verrucosas e 

de aspecto tumoral (Figura 2A). A classificação pelo tipo de lesão foi proposta por 

Carrion em 1950 (Brito e Bittencourt, 2018) e os critérios de gravidade por Queiroz-

Telles em 1996 (Queiroz-Telles, 1997). Além disso, mais recente vem se demonstrado 

que a presença da mutação no gene CARD-9 pode ser um fator predisponente para 

infecções mais graves de CBM (Herman et al., 2024). A presença de pontos negros 

nas lesões da pele, classicamente chamados de black dots, ricos em células fúngicas 

e visíveis a olho nu, são um marcador importante para suspeita clínica do diagnóstico 
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(Figura 2B), associada à epidemiologia. As lesões causadas pela Cromoblastomicose 

acometem desde as camadas mais superficiais da pele até o tecido subcutâneo dos 

indivíduos infectados, podendo evoluir com comprometimento progressivo e crônico 

da derme e hipoderme (Figura 2C). A infecção ocorre, em geral, por meio da 

implantação traumática do fungo na pele, frequentemente associada a pequenos 

ferimentos causados por espinhos, fragmentos vegetais ou material orgânico 

contaminado, especialmente em ambientes rurais. Os membros representam os sítios 

anatômicos mais comumente afetados, dada sua maior exposição a traumas durante 

atividades laborais, como agricultura, extrativismo e coleta de lenha.  

 
Figura 2. Apresentação clínica da Cromoblastomicose.   

Fonte: A) Santos, et. al., 2020; B) Purim, et. al., 2017 e Dall-E (IA). 

 

2.4 Diagnóstico 

O diagnóstico da CBM é clínico-epidemiológico, entretanto, a doença 

costuma levar de 3 meses a 3 décadas até o diagnóstico, variando conforme a 

gravidade e favorecendo a cronicidade das lesões (Santos, et. al., 2020). Tem 

comportamento insidioso em grande parte dos pacientes e já foram relatados casos 

que progrediram para malignização tecidual (Azevedo et al., 2015; Torres et al., 2010) 

e de acometimento em regiões atípicas, como a face, orelha e a disseminação 

cerebral (Azevedo, De et al., 2015; Iwatsu, Takano e Okamoto Shoji, 1983; Tawade et 

al., 2018). A confirmação do diagnóstico é realizada através da biópsia da lesão que 
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identifica corpos escleróticos/ muriformes, uma característica histopatológica 

fundamental da doença (Queiroz-Telles, Fahal, et al., 2017).  

Ao longo dos anos as técnicas diagnósticas evoluíram significativamente 

passando de métodos exclusivamente clínicos e histopatológicos para abordagens 

laboratoriais mais elaboradas. O cultivo em meios como Sabouraud revelou-se um 

avanço crucial para a identificação dos fungos causadores da CBM, permitindo a 

distinção entre Fonsecaea pedrosoi, Cladophialophora carrionii e outras espécies 

dematiáceas (Brito e Bittencourt, 2018). Além disso, exames como a reação em 

cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento de DNA passaram a ser utilizados 

para uma identificação mais precisa dos agentes etiológicos (Najafzadeh et al., 2018) 

aumentando a acurácia do diagnóstico. Mais recentemente, técnicas imunológicas e 

proteômicas, como espectrometria de massas MALDI-TOF, começaram a ser 

estudadas para aprimorar a identificação rápida e específica dos fungos (Maubon et 

al., 2022). Apesar desses avanços, o diagnóstico precoce ainda representa um 

desafio, especialmente em regiões com acesso limitado a métodos moleculares, 

tornando essencial a capacitação de profissionais para o reconhecimento clínico e o 

uso combinado de técnicas tradicionais e modernas, justificando a necessidade de 

incluir no rol das doenças tropicais negligenciadas e aumentar aporte de recursos 

públicos. 

 

2.5 Achados do exame direto e histopatológico 

O exame micológico direto é um dos principais métodos diagnósticos 

iniciais da CBM, permitindo a visualização das formas fúngicas diretamente a partir de 

amostras clínicas da pele infectada. A característica mais marcante desse exame é a 

presença dos corpos escleróticos (ou células muriformes), estruturas arredondadas, 

espessas, de coloração marrom-escura devido à deposição de melanina, 

frequentemente observadas em grupos ou isoladas (Figura 3) (Borges et al., 2022; 

Correia et al., 2010). Essas células são patognomônicas da doença e podem ser 

evidenciadas por coloração com KOH a 10–20% (Brito e Bittencourt, 2018), além de 

preparações coradas com azul de lactofenol ou Gram modificado. Diferente de outros 

fungos filamentosos, os agentes da CBM raramente apresentam hifas no exame direto 
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de biópsias mais profundas, exceto em escamas superficiais (Queiroz-Telles et al., 

2009), o que auxilia na diferenciação de outras micoses subcutâneas, como 

esporotricose e feo-hifomicose. O exame micológico direto é um exame rápido e de 

fácil execução, podendo ser utilizado em diversos cenários, desde que haja um 

profissional instruído e orientado para visualização do exame.  

 
Figura 3 Presença do corpúsculo muriforme no exame micológico direto 

em biópsia de pele de paciente com CBM.  
Fonte: Banco de imagens Profª Drª Conceição de Maria Pedrozo e Silva de Azevedo 

 

A CBM apresenta achados histopatológicos característicos, sendo que a 

presença de células muriformes (ou corpos escleróticos) são vistas no tecido em meio 

a uma resposta inflamatória granulomatosa crônica. O exame histológico geralmente 

revela um granuloma epitelioide, composto por células gigantes multinucleadas de 

Langherans e um infiltrado linfoplasmocitário, além de neutrófilos em áreas de 

microabscessos (Zeeshan et al., 2024). Há também a formação de fibrose progressiva 

no tecido afetado, justificando a cronicidade da doença e a dificuldade terapêutica 

(Bonifaz, Carrasco-Gerard e Saul, 2001). As colorações histológicas mais utilizadas 

incluem Hematoxilina e Eosina (HE), que evidencia a reação inflamatória e as células 

muriformes, e Fontana-Masson, que confirma a presença de melanina nas paredes 

celulares fúngicas, auxiliando na diferenciação de outras micoses subcutâneas (Purim 

et al., 2017). Em casos avançados, observa-se hiperplasia pseudoepiteliomatosa, um 

achado reacional que pode ser confundido com carcinoma espinocelular, tornando o 

diagnóstico diferencial fundamental (Queiroz-Telles, Hoog, et al., 2017). 
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2.6 Sequenciamento Genético 

O sequenciamento genético tem desempenhado um papel crucial na 

identificação e caracterização dos fungos causadores da cromoblastomicose ao longo 

dos anos. Tradicionalmente, a identificação desses patógenos baseia-se em 

características morfológicas e métodos fenotípicos, com acurácia >50% e 

especificidade de >90% quando realizado o exame micológico direto (Borges et al., 

2022), embora possa apresentar limitações na distinção precisa entre espécies devido 

à variabilidade morfológica e à subjetividade da análise. Com o advento das técnicas 

de biologia molecular, o sequenciamento de regiões específicas do DNA, como o 

espaçador interno transcrito (ITS) do DNA ribossômico, tornou-se uma ferramenta 

essencial para a identificação acurada dos agentes etiológicos da Cromoblastomicose 

(Sun et al., 2012). Essa abordagem molecular permite superar as limitações da 

identificação morfológica tradicional, especialmente diante da variabilidade fenotípica 

dos fungos dematiáceos. Além da acurácia diagnóstica, o sequenciamento genético 

tem desempenhado um papel crucial na elucidação da taxonomia e na reconstrução 

filogenética desses microrganismos, oferecendo subsídios para compreender as 

relações evolutivas entre os diferentes gêneros e espécies envolvidas na etiologia da 

doença (Smith et al., 2024). Dessa forma, a integração de dados genéticos não 

apenas aprimora a caracterização dos isolados clínicos, mas também contribui para o 

entendimento da diversidade genômica e da origem comum dos agentes da 

Cromoblastomicose, reforçando a importância dessas ferramentas na micologia 

médica contemporânea. 

2.7 Tratamento 

Apesar da CBM já ser uma doença estudada e identificada há mais de um 

século, os tratamentos atuais apresentam baixa resposta e exigem longos anos de 

medicações, com taxas de cura ainda pequenas, e mesmo a exérese cirúrgica das 

lesões só tem indicação em doença restrita e em momentos iniciais da doença 

(Veasey et al., 2017). Os antifúngicos utilizados atualmente, tem mecanismo de ação 

bastante semelhante, interferindo, em especial na membrana celular (Figura 4), como 

por exemplo, o Itraconazol (ITR), que inibe diretamente a biossíntese de ergosterol; a 

Terbinafina (TRB), age indiretamente, através da inibição da enzima esqualeno-
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epoxidase, causando redução do ergosterol, por consequência; ou ligando-se aos 

esteróis dos fungos e alterando a permeabilidade celular, a depender de sua 

concentração, como a Anfotericina B (AMP-B).  

 
Figura 4. Representação gráfica do mecanismo de ação das principais 

classes de antifúngicos.  
Fonte: Perfect, 2017. 

 

O F. pedrosoi, tem suscetibilidade diferente aos antifúngicos atuais, ainda 

que ajam de maneira semelhante. Araújo (2015) em avaliação da suscetibilidade dos 

principais antifúngicos sistêmicos usados para o tratamento da CBM, demonstrou in 

vitro que o ITR está entre os medicamentos com menor concentração inibitória mínima 

(CIM), justificando seu uso como opção terapêutica. Embora o estudo de Andrade 

(2004), já tenha demostrado que ao longo do tratamento a CIM deste fármaco tenha 

aumentado, ainda é o tratamento de escolha com taxas de cura que variam de 40-

70%. Outras opções terapêuticas têm mostrado, in vitro, boa suscetibilidade, como 
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voriconazol e posaconasol (Queiroz-Telles e Santos, 2013), entretanto esses 

fármacos não estão disponíveis amplamente, inclusive no Brasil. Soma-se a isso, a 

preocupação global constante quanto à resistência às drogas de tratamento nas 

diversas doenças infecciosas. Embora com os agentes etiológicos da CBM ainda não 

ocorra com frequência (Smith et. al., 2024), a necessidade de terapia que seja mais 

eficaz e exija menos tempo de tratamento é um dos principais desafios para a cura da 

doença. 

O ITR é, ainda, a opção terapêutica com maior acesso, com resultados 

razoáveis e vem sendo usado para tratamento das micoses há muitas décadas. 

Porém, o tempo de tratamento é bastante extenso, com necessidade de seguimento 

bastante variado, chegando a durar em média 6,3 anos nos pacientes do estado 

Maranhão (Santos et al., 2020). A cura da CBM ocorre quando o paciente tem melhora 

da lesão - resposta clínica – e com ausência do fungo nas biópsias de pele ao longo 

do tratamento – cura micológica. As taxas podem variar de 15-80% a depender do 

tratamento ou combinação de tratamentos utilizados (Bonifaz, Carrasco-Gerard e 

Saul, 2001), justificando-se a necessidade de um padrão-ouro de tratamento que 

tenha resultados mais uniformes para a CBM. 

Do ponto de vista farmacológico, um tratamento adjuvante é caracterizado 

como aquele cujo objetivo não é a cura ou o controle da doença de forma isolada, mas 

sim a potencialização, complementação ou facilitação da eficácia do tratamento 

principal (Brai, et.al., 2023). Trata-se, portanto, de uma estratégia terapêutica que visa 

atuar de maneira sinérgica, modulando alvos secundários ou otimizando a ação do 

agente farmacológico primário. No contexto da Cromoblastomicose (CBM), a 

utilização de fármacos com finalidade adjuvante ainda é incipiente na literatura 

científica. Uma busca na base de dados PubMed, com os termos “Adjuvant therapy 

Chromoblastomycosis”, sem aplicação de filtros, retornou poucos registros de 

estudos, o que evidencia a escassez de investigações nesse campo e ressalta a 

originalidade da proposta deste trabalho. Embora muitos estudos sobre 

Cromoblastomicose (CBM) não utilizem explicitamente o termo adjuvância em seus 

títulos ou descritores, observa-se na literatura a adoção de estratégias terapêuticas 

que envolvem a associação de fármacos ou intervenções não antifúngicas com o 

intuito de potencializar os efeitos do tratamento convencional. Um exemplo notável é 
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o uso do imunomodulador tópico imiquimode, que atua tanto sobre o sistema imune 

inato quanto o adaptativo, sendo tradicionalmente empregado no manejo de verrugas 

virais, ceratoses actínicas e carcinoma basocelular superficial. Estudos recentes 

demonstram a eficácia desta terapia adjuvante no tratamento da CBM, inclusive no 

estado do Maranhão (Santos, Azevedo e Queiroz-Telles, 2025; Valentin et al., 2024; 

Santos et al., 2020).  

Além disso, fármacos com propriedades antitumorais têm sido explorados 

nesse contexto, como a acitretina, um retinoide sintético com efeitos 

imunomoduladores e antiproliferativos (Belda, Criado e Passero, 2020), e o 5-

fluorouracil, utilizado historicamente por sua ação antimetabólica (Coelho et al., 2024). 

Outras abordagens terapêuticas não antifúngicas também vêm sendo descritas, 

incluindo o uso de terapia térmica localizada (aplicação de calor ou frio) e terapia 

fotodinâmica, isoladamente ou associada ao ácido 5-aminolevulínico (ALA-PDT), com 

resultados promissores em estudos experimentais e clínicos (Huang et al., 2019; 

Queiroz-Telles e Santo, 2013) e mesmo compostos biológicos como o Ajoene, 

derivado do alho e com comprovada ação antimicrobiana, utilizado especialmente em 

CBM causada por Cladophialophora carrionii (Pérez-Blanco, 2003). Essas evidências 

indicam que diversas estratégias terapêuticas vêm sendo testadas como coadjuvantes 

no manejo da CBM. No entanto, até o momento, não há um protocolo terapêutico 

padronizado com eficácia universalmente reconhecida, o que reforça a importância de 

estudos que explorem novas associações farmacológicas com potencial sinérgico e 

aplicabilidade clínica. 

 

2.8 Melanina 

A melanina é um pigmento encontrado em organismos procariontes e 

eucariontes, de difícil definição da sua estrutura por não ser solúvel em água ou outros 

fluidos orgânicos (Mandal et al., 2007). Apesar disso, a extração da melanina dos 

fungos filamentosos já foi realizada através de meios básicos e, também, a 

identificação das vias dihidroxifenilalanina (DOPA) e dihidroxinaftaleno (DHN) 

(Dadachova et al., 2007; Pal, Gajjar e Vasavada, 2014). Os fungos demáceos são 

chamados, também, de fungos negros por terem a capacidade de produzir melanina 
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na constituição da sua parede celular (Figura 5), conferindo-lhes maior resistência a 

meios diversos, inclusive ao sistema imune do hospedeiro (Caligiorne et al., 2019).  

Em micro-organismos patogênicos, como o Vibrio cholearae, agente causador da 

cólera, sabe-se que a melanina protege a bactéria do choque térmico e hiperosmolar 

nas águas, gerando bactérias resistentes as mudanças climáticas (Urán e Cano, 

2008). Apesar da dificuldade em extrair a melanina dos fungos, aponta-se que a 

presença deste pigmento na parede celular confere ao Cryptococcus neoformans, por 

exemplo, maior virulência (Chatterjee et al., 2015). Além disso, fungos melanizados, 

como o Cladosporium sphaerospermum, foram encontrados na Usina Radioativa de 

Chernobyl e nos solos próximos, mesmo com altos níveis de radiação, entendendo-

se como fator de proteção a esses fungos (Gessles, Egorova e Belozerskaya, 2014).  

 
Figura 5. Parede celular dos fungos demáceos contendo melanina. 
Fonte: Nosanchuk, Stark e Casadevall, 2015. 

 

As doenças causadas por fungos melanizados desencadeiam uma 

resposta inflamatória tecidual intensa, mediada por uma complexa dinâmica entre o 

agente etiológico e o sistema imune do hospedeiro (Ogawa et al., 2016). A melanina 

fúngica, presente na parede celular desses microrganismos, desempenha papel 

central nesse processo, conferindo-lhes maior capacidade de evasão imunológica e 

resistência a tratamentos antifúngicos. Dentre as propriedades atribuídas à melanina 
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destacam-se: a modulação da resposta das citocinas, com consequente redução da 

fagocitose e interferência na ação de fármacos (Nosanchuk, Stark e Casadevall, 

2015); atividade antioxidante; inibição da cascata do sistema complemento (Pinto et 

al., 2011); capacidade de suportar a exposição à radiação ionizante (Dadachova et 

al., 2007); e a habilidade de quelar radicais livres e metais pesados (Apte et al., 2013). 

Esses mecanismos conferem aos fungos melanizados um grau elevado de virulência 

e resistência frente ao sistema imune do hospedeiro (Cordero e Casadevall, 2017). 

Nas últimas décadas, a melanina passou a ser objeto de estudos intensivos 

em diferentes espécies fúngicas, especialmente naquelas com potencial patogênico 

para seres humanos e plantas (Chongkae et al., 2019; Zhang et al., 2019; 

Suwannarach et al., 2019; Thornton et al., 2015; Fernandez e Koide, 2013; Medina et 

al., 2018; Pal, Gajjar e Vasavada, 2014; Mandal et al., 2007; Paolo et al., 2006; 

Suryanarayanan et al., 2004). No caso específico da Fonsecaea pedrosoi, principal 

agente etiológico da Cromoblastomicose, estudos demonstram que a melanina não 

apenas atua como fator de proteção contra agentes externos, mas também representa 

um possível alvo terapêutico (Pinto et. al., 2011; Bocca et al., 2006;). Assim, o 

reconhecimento desse pigmento como um determinante de patogenicidade consolida 

sua relevância como foco estratégico para o desenvolvimento de novas abordagens 

terapêuticas. 

A melanina, tanto em seres humanos (Figura 6A) quanto em fungos, é 

sintetizada por vias bioquímicas semelhantes, envolvendo a oxidação de fenóis e 

subsequente polimerização catalisada por enzimas específicas, até a formação do 

pigmento biologicamente ativo. As enzimas que atuam em uma única etapa desse 

processo são conhecidas como polifenoloxidases ou lacases, as quais são 

dependentes de íons cobre para sua atividade catalítica (Janusz et al., 2020). Já as 

enzimas que participam de duas etapas consecutivas da síntese — promovendo tanto 

a hidroxilação quanto a oxidação dos substratos fenólicos — são classificadas como 

tirosinases. As vias de síntese que segue, nos seres humanos, passam pela DOPA-

melanina, tendo como substrato o aminoácido dihidroxifenilalanina (DOPA); e, nos 

fungos, também pela DHN-melanina que na presença do acetato é convertida em 

dihidroxinaftaleno (DHN) (Kosaka Kajishima, 2009; Pal, Gajjar e Vasavada, 2014), a 

depender da espécie (Figura 6B) 
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Figura 6. Via de síntese da melanina e tipos de melanina em espécies 

fúngicas. 
A) Representação gráfica da biossíntese de melanina humana e fúngica; B) Descrição do tipo 
de melanina por espécie fúngica.  
Fonte: A) Imagem criada pela autora com auxílio de Inteligência Artificial. B) Liu, et. al, 2021. 

A 

B 
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Nos seres humanos, a melanina é amplamente reconhecida por seu papel 

na pigmentação da pele, além de exercer funções relevantes na fotoproteção e 

neuroproteção. A estrutura química do pigmento apresenta características 

semelhantes nos diferentes compartimentos anatômicos onde é encontrada, sendo 

sua biossíntese fortemente dependente da atividade da enzima tirosinase, localizada 

nos melanossomos (D’Mello et al., 2016). Essas similaridades entre os processos 

biossintéticos da melanina em humanos e fungos sustentam a hipótese de que 

fármacos que interferem na melanogênese humana possam ter potencial terapêutico 

no controle de microrganismos melanizados.  

O triciclazol (TCZ), um fungicida agrícola usado, especialmente, nas 

culturas de arroz, é um inibidor direto da produção de melanina pela via DHN e tem 

sido utilizado em testes in vitro na tentativa de aumentar a sensibilidade dos fungos 

aos fármacos de tratamento da CBM (Coelho, Figueiredo-Carvalho, et al., 2022). Já 

foi possível avaliar que há redução do pigmento melânico (Urán e Cano, 2008), e o 

estudo de Bocca e colaboradores (2006) demonstrou que com a inibição da 

biossíntese de melanina houve favorecimento da fagocitose pelos macrófagos e, 

portanto, diminuiu a resistência do fungo. 

A enzima catalizadora tirosinase é alvo de alguns fármacos com objetivo 

de obter efeito despigmentante como a arbutina, o ácido kójico (KOJ), o ácido 

azelaico, o ácido linoleico e a ceramida, entre outros (Shin e Park, 2014). O efeito 

clareador é buscado em alterações da pigmentação da pele, causando machas com 

acúmulo de melanina, como o melasma (Figura 7). Esta é uma dermatose que ocorre 

por alteração da atividade dos melanócitos focalmente e é induzida ou acelerada, 

especialmente, pela radiação ultravioleta (Mahmoud et al., 2010; Miot et al., 2009). 

Entretanto, alterações hormonais seja pelo uso de hormônios sintéticos quanto 

fisiológicos, como a gestação, podem favorecer o acúmulo do pigmento (Rajaratnam, 

et al., 2010).  
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Figura 7. Melasma e representação celular do acúmulo de melanina em 

direção à epiderme.  
Fonte: Cassiano et al., 2022; Storm, CA, apud Miot et al., 2009. 

As dermatoses pigmentares tipo não melanoma são frequentes na 

população. Talvez a mais antiga e conhecida entre elas é o melasma. A hidroquinona, 

atualmente é a recomendação de primeira linha no tratamento de lesões leves 

(Grimes e Callender, 2019; Zhou e Baibergenova, 2017) e é o fármaco usado para 

comparativos dos mais diversos tratamentos para o melasma, oral, tópico ou por 

microabrasão (Banihashemi et al., 2015; Farshi, 2011; Saki, Darayesh e Heiran, 2018; 

Tehranchinia, Saghi e Rahimi, 2018). Derivados da HQN, compostos químicos 

hidroxifenólicos, participam da via de síntese da melanina. O principal mecanismo de 

ação deste fármaco é a inibição da tirosinase, considerando-se também que possa 

inibir a síntese de ácido ribonucleico (RNA), degradando os melanossomas 

(Limberguer, 2015). Para a HQN, os estudos utilizam as concentrações de 2 a 5% 

(Banihashemi et al., 2015; Nordlund, Grimes e Ortonne, 2006; Pazyar et al., 2019; 

Saki, Darayesh e Heiran, 2018), especialmente em comparação com outros fármacos, 

sendo a apresentação em creme de 40mg/g a mais comumente encontrada.  

Recentemente o ATX, um fármaco antifibrinolítico, vem sendo utilizado 

como opção terapêutica para o tratamento do melasma, com resultados significativos 

(Lee et al., 2016; Rosario, Del et al., 2017; Zhu et al., 2019). A forma de uso tem sido 
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variada, desde o uso oral até injetável, seja por meio venoso, seja por meio de 

infiltração por microabrasão da pele acometida. O principal mecanismo de ação deste 

fármaco se dá pela formação de um complexo reversível, de alta afinidade pela lisina, 

impedindo que o plasminogênio se ligue à plasmina (Maeda, 2022). O plasminogênio 

está presente nas células basais da epiderme e pode participar na melanogênese pela 

ação dos raios ultravioleta (Nogueira e Ferreira, 2018).   Além disso, no melasma, há 

aumento da densidade vascular e da expressão de fatores de angiogênese (Kim et 

al., 2017), demonstrando relação importante com o sistema sanguíneo, visto que a 

irrigação da pele, fisiologicamente, se dá na derme. Supõem-se que a inibição do 

sistema plasminogênio/ plasmina pelo ATX seja capaz de interferir na relação entre 

melanócitos e queratinócitos, além de reduzir a melanogênese, já que a plasmina, 

além de ser um fator de crescimento de fibroblastos, também é um importante fator 

de crescimento de melanócitos (Lee, Thng e Goh, 2016; Wah Tse, Derm e Hui, 2013). 

Nas bases de dados pesquisadas, não foi possível encontrar um protocolo padrão 

para análise da ação do ATX no tratamento do Melasma in vitro, somente para seu 

uso recomendado em bula. Nos estudos encontra-se: a) avaliação do efeito do 

fármaco in vitro no tratamento de hemofilia, adicionando o ATX ao sangue dos 

pacientes na concentração de 100µg/ml a fim de representar dose em nível sérico; b) 

um estudo em cães da raça Beagle pesquisando o efeito de altas doses (50mg/Kg) 

do medicamento induzindo coagulação em animais saudáveis (Kutter et al., 2019); c) 

avaliação da resposta do fármaco injetado em ratos de pós-operatório de 

hepatectomia, também a 50mg/kg (Sobral et al., 2016). Uma revisão recente que 

buscou encontrar a dose mínima em que o ATX é capaz de inibir fibrinólise refere que 

mais estudos são necessários para confirmar a menor dose, porém, concentrações 

de 10-15mg/l estão próximas do nível máximo de inibição, e já atingem um resultado 

significante (Picetti et al., 2019). Os estudos de Spierings e colaboradores (2019), 

avaliando modalidades de tratamento do melasma e o multicêntrico de Zhu e 

colaboradores (2019), mostram doses do ATX que variam de 500 a 1500mg/dia.  

Nesse sentido, compreendendo que fungos e a espécie humana sintetizam 

a melanina por vias e compostos similares e que ambos dependem da ação da 

tirosinase para formação da melanina final; ressaltando que este pigmento confere 

maior resistência e maior proteção ao fungo F. pedrosoi ao sistema imune do 
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hospedeiro; supondo que ao reduzir o acúmulo de melanina tal qual ocorre no 

Melasma, induzindo branqueamento, a hipótese deste estudo é que ao usar o ATX e 

a HQN no intuito de reduzir a melanina do fungo, o ITR poderá ter sua ação 

beneficiada quando utilizados em associação, favorecendo o tratamento da CBM. 

2.9 Teste in silico e fármacos 

A bioinformática tornou-se ponto importante para as pesquisas em saúde, 

em especial, na descoberta de medicamentos, integrando técnicas computacionais 

avançadas para acelerar e aprimorar o desenvolvimento de novos fármacos (Ferreira, 

Oliva e Andricopulo, 2011). Sua aplicação abrange desde a identificação de alvos 

terapêuticos até a simulação da interação de medicamentos e a absorção no corpo 

humano proporcionando uma compreensão mais profunda dos mecanismos 

moleculares envolvidos. Simulações computacionais podem encurtar o tempo de 

testagem de fármacos, especialmente em casos de pandemia, como a COVID-19 em 

que diversos testes avaliando inibidores eficazes contra as proteínas do SARS-CoV-

2 (Mercado-Juárez et al., 2024), tentaram identificar fármacos e reposicionamento de 

drogas, acelerando a busca por tratamentos eficazes (Guedes et al., 2021).  

Diversos softwares, webservers e ferramentas vem sendo utilizadas para 

facilitar a análise de vastos conjuntos de dados genômicos, transcriptômicos e 

proteômicos, permitindo a identificação de biomarcadores e alvos moleculares 

relevantes para diversas patologias (Caldwell, 2015). Ferramentas de modelagem 

molecular e simulação computacional são utilizadas para prever interações entre 

moléculas e seus alvos biológicos, otimizando a seleção de compostos candidatos 

para estudos experimentais (Ge et al., 2024). Essa abordagem reduz 

significativamente o tempo e os custos associados ao desenvolvimento de novos 

medicamentos, além de diminuir a necessidade de testes em modelos animais nas 

fases iniciais da pesquisa. 

A simulação computacional desempenha um papel crucial na predição de 

como os medicamentos interagem com o organismo humano. Modelos 

biofarmacêuticos baseados em fisiologia permitem prever a absorção, distribuição, 

metabolização e excreção de fármacos, auxiliando na compreensão de sua eficácia e 

segurança (Komura, Watanabe e Mizuguchi, 2023). Entre as vantagens das 

simulações, temos a possibilidade de testar populações específicas em que, 
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eticamente, não é possível testar fármacos, como gestantes e crianças, por exemplo, 

a partir do uso de gêmeos digitais em que partes específicas ou doenças podem ser 

simuladas digitalmente (Kamel Boulos e Zhang, 2021). 

Avanços recentes demonstram o potencial da bioinformática na descoberta 

de medicamentos. Ferramentas de modelagem molecular e bases de dados de 

estruturas, como o Protein Data Bank (PDB) (Consortium, 2018), são fundamentais 

nesse campo e são utilizados amplamente para a descoberta da ação de fármacos, 

através da identificação de sítios de ligação e na otimização de compostos 

terapêuticos. Além disso, a docagem molecular ou docking molecular, é uma técnica 

computacional amplamente utilizada no planejamento racional de fármacos ao prever 

a ligação preferencial de uma molécula (ligante) à proteína-alvo, formando um 

complexo estável (Agu et al., 2023). Diferentes conformações dos ligantes são 

testadas, até identificar uma conformação (pose) mais provável na interação ligante-

alvo selecionando a de menor energia livre, pois, essa é a mais provável de ocorrer 

(Sliwoski et al., 2014). Essa previsão, portanto, auxilia na compreensão das interações 

intermoleculares e na estimativa da afinidade de ligação entre as moléculas 

envolvidas e auxilia a tomada de decisão quanto ao uso fármaco para in vitro ou in 

vivo, facilitando a seleção de drogas estudadas. 

A CBM é uma doença de extrema importância para a população mundial e 

para o estado do Maranhão e a inclusão no rol das Doenças Tropicais Negligenciadas 

pela OMS faz com que o olhar sobre esta doença seja ampliado. Além disso, a 

crescente preocupação quanto à resistência a antifúngicos exige a investigação de 

novas terapias farmacológicas para o tratamento da doença e a utilização da 

bioinformática encurta os trajetos para descoberta de ações de fármacos. Soma-se a 

isso que as populações mais vulneráveis para a doença são as de menor poder 

aquisitivo, tonando-se fundamental a necessidade de viabilizar tratamentos de amplo 

acesso, com custo baixo, justificando a realização deste estudo. 

  



25 
 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

• Avaliar a ação do Ácido Tranexâmico e da Hidroquinona em isolados 

clínicos de Fonsecaea pedrosoi 

 

3.2 Objetivos Específicos 

• Avaliar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do Ácido Tranexâmico 

(ATX) e da hidroquinona (HQN) em isolados de F. pedrosoi. 

• Verificar efeito da combinação dos fármacos através dos índices das 

concentrações inibitórias fracionadas (ICIF) 

• Comparar a resposta do pigmento melânico do F. pedrosoi quando 

exposto ao ATX, HQN e Triciclazol (TCZ). 

• Avaliar in sílico a interação do ATX com os alvos relacionados a via de 

síntese da melanina em comparação com HQN e KOJ. 

• Sugerir o mecanismo de ação do ATX em relação à redução da síntese 

da melanina, através das interações in sílico. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

O presente trabalho integra o projeto intitulado CARACTERIZAÇÃO 

CLÍNICA E DA RESPOSTA IMUNE CELULAR E GENÉTICA EM PACIENTES 

PORTADORES DE CROMOBLASTOMICOSE NO ESTADO DO MARANHÃO, 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Maranhão 

(CEP/UFMA), sob o parecer nº 1.276.342. Pacientes em acompanhamento no Centro 

de Referência em Doenças Infecto-Parasitárias (CREDIP/UFMA) foram convidados a 

participar da pesquisa, e, após concordância e assinatura do Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido, foram submetidos à coleta de amostras das lesões cutâneas para 

fins diagnósticos e experimentais. As amostras de tecido foram obtidas por meio de 

biópsia com bisturi tipo punch, sendo processadas para exame micológico direto, 

cultivo fúngico e análise histopatológica. O isolamento e identificação do agente 

etiológico foram realizados por meio de cultura e confirmação da espécie Fonsecaea 

pedrosoi por sequenciamento genético. 

Este estudo compreende um delineamento experimental laboratorial do tipo 

in vitro e in silico. No componente in vitro, foram utilizados dois isolados clínicos de F. 

pedrosoi para avaliar a resposta do fungo, na forma de conídios, à exposição ao 

Itraconazol (ITR), isoladamente e em associação com Ácido Tranexâmico (ATX) e 

Hidroquinona (HQN). Já o componente in silico consistiu na simulação computacional 

de interações moleculares, por meio de docking molecular, visando investigar o 

potencial de ligação do ATX aos alvos envolvidos na via de síntese da melanina. Essa 

etapa buscou fundamentar a hipótese de uso do ATX como agente adjuvante no 

tratamento da Cromoblastomicose, uma vez que seu efeito inibitório sobre a 

melanogênese não é primariamente descrito para microrganismos. 

 

4.1 Teste in vitro 

Foram utilizados dois isolados clínicos de Fonsecaea pedrosoi, 

previamente confirmados por critérios clínicos e laboratoriais, incluindo exame 

micológico direto, análise histopatológica, cultivo em meio seletivo e confirmação por 

sequenciamento genético. As amostras foram colhidas antes do início de qualquer 

intervenção terapêutica, caracterizando-se, portanto, como isolados virgens de 
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tratamento. Para controle de qualidade dos ensaios antifúngicos, foi empregada a 

cepa padrão de Candida albicans (ATCC 90028). 

Os isolados clínicos utilizados neste estudo foram denominados FpJW e 

FpBR, com as seguintes características: 

• FpJW: paciente do sexo masculino, 43 anos, apresentando lesão 

grave em forma de placa infiltrativa localizada em membro inferior direito. 

• FpBR: paciente do sexo masculino, 80 anos, com lesão extensa 

em placa localizada em membro inferior, com tempo estimado de 

evolução clínica de aproximadamente 30 anos. 

As amostras fúngicas foram inicialmente isoladas em meio Ágar Mycosel 

(Becton Dickinson, NJ, USA) por um período de 12 dias. Em seguida, os isolados 

foram repicados em meio Ágar Sabouraud Dextrose (SDA) ou Ágar Batata Dextrose 

(PDA) (Sigma-Aldrich, MO, USA) e incubados a 26°C por 10 a 15 dias, até o 

desenvolvimento de colônias características — enegrecidas, de aspecto aveludado, 

compatíveis com fungos melanizados. Para os ensaios laboratoriais, as células 

fúngicas foram cultivadas em meio SDA ou PDA, por um período de 6 a 26 dias, a 

28°C, a fim de garantir o crescimento adequado para os testes subsequentes. 

  

4.2 Preparo dos fármacos 

Os fármacos ácido tranexâmico (ATX), hidroquinona (HQN) e itraconazol 

(ITR) foram inicialmente diluídos em solução fisiológica estéril, enquanto o triciclazol 

(TCZ) foi diluído em etanol grau analítico. Para todos os ensaios antifúngicos, os 

isolados clínicos de Fonsecaea pedrosoi foram submetidos ao método de 

microdiluição em caldo, conforme as diretrizes estabelecidas pelo documento M38-A2 

do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com adaptações metodológicas 

específicas. 

As soluções estoque dos fármacos foram preparadas em dimetilsulfóxido 

(DMSO) (Sigma-Aldrich) e/ou em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), na concentração 

de 1.000 μg/mL. A partir dessas soluções, foram realizadas diluições seriadas, com a 

solução inicial concentrada 100 vezes a concentração final desejada. Posteriormente, 

cada solução não aquosa foi diluída na proporção de 1:100, obtendo-se uma 
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concentração final duas vezes superior àquela utilizada no ensaio, para garantir a 

diluição exata no momento da distribuição nos poços. 

As concentrações testadas foram as seguintes: 

• Itraconazol (ITR): 0,031 a 16 μg/mL 

• Hidroquinona (HQN): 48 a 25.000 μg/mL 

• Triciclazol (TCZ): 1 a 625 μg/mL 

• Ácido Tranexâmico (ATX): 48 a 25.000 μg/mL 

As soluções foram distribuídas em placas de 96 poços, com as diferentes 

concentrações dos fármacos, reservando poços para os controles: de crescimento 

fúngico (contendo apenas o inóculo em RPMI 1640); e de esterilidade, contendo 

exclusivamente o meio RPMI 1640, sem inóculo. 

Todos os testes das placas de 96 poços foram realizados em triplicata, em 

dias distintos, para garantir reprodutibilidade. Em casos de discrepância entre os 

resultados das repetições, uma quarta rodada experimental foi conduzida para 

validação dos dados. 

 

4.3 Preparo do inóculo 

Para a preparação do inóculo, foram adicionados 5 mL de solução 

fisiológica estéril sobre a colônia fúngica cultivada, seguida de raspagem superficial 

com o auxílio de uma alça plástica estéril, a fim de desprender e suspender os conídios 

presentes na superfície da colônia. A suspensão obtida foi transferida para um tubo 

tipo Falcon de 15 mL e submetida à agitação em vortex por 20 segundos, com o 

objetivo de desagregar os conídios dos conidióforos. Em seguida, a suspensão foi 

filtrada por membrana de nylon com porosidade de 40 nm, com a finalidade de reter 

fragmentos de hifas e demais elementos miceliais. O filtrado foi então centrifugado a 

3.000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante cuidadosamente descartado e o pellet 

celular ressuspenso em 1 mL de solução tampão PBS contendo Tween 20%. 

A densidade celular da suspensão foi ajustada entre 0,15 e 0,17 unidades 

de absorbância, por meio de leitura espectrofotométrica a 530nm, valor 

correspondente a uma concentração estimada entre 10⁵ e 10⁶ conídios/mL, conforme 

estabelecido pelo protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2008). O número de conídios foi validado por contagem manual em câmara de 
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Neubauer. Para a inoculação nas placas de microtitulação, a suspensão ajustada foi 

diluída na proporção de 1:50 em meio de cultivo sintético RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, 

MO, USA), tamponado com MOPS (Sigma-Aldrich, MO, USA), garantindo condições 

padronizadas para os ensaios de susceptibilidade antifúngica. 

 

4.4 Teste de sensibilidade 

Foi utilizada uma placa de microtitulação de 96 poços para cada um dos 

isolados clínicos de Fonsecaea pedrosoi (FpJW e FpBR), além de uma placa adicional 

para o controle de qualidade, contendo a cepa padrão de Candida albicans (ATCC 

90028). As placas foram devidamente seladas e incubadas a 35°C sob condições 

estáveis. 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM), definida como a menor 

concentração do fármaco capaz de inibir completamente (100%) o crescimento 

fúngico visível, foi determinada por inspeção visual direta para os seguintes 

compostos: itraconazol (ITR), ácido tranexâmico (ATX), hidroquinona (HQN) e o 

fungicida agrícola triciclazol (TCZ). Os fármacos foram testados em diluições seriadas 

ao longo das colunas 1 a 11 da placa, sendo a 12ª coluna destinada aos controles: 

nas linhas A a D, controle de crescimento fúngico (CC), contendo apenas o inóculo e 

meio RPMI; e nas linhas E a H, controle de esterilidade, com meio estéril sem inóculo. 

A leitura dos controles foi realizada após 48 horas de incubação, enquanto a leitura 

final dos poços contendo os isolados clínicos de F. pedrosoi foi efetuada após 14 dias, 

conforme as recomendações dos documentos M27 e M38-A2 do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI). 

Para a determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) - definida 

como a menor concentração do fármaco capaz de provocar a morte do microrganismo 

- uma alíquota de 5 μL de cada poço correspondente à CIM foi transferida para placas 

contendo meio Ágar Batata Dextrose (PDA) estéril. A ausência de crescimento fúngico 

foi interpretada como indicativo de atividade fungicida. A relação entre CFM e CIM foi 

utilizada para classificação da atividade dos fármacos, sendo considerada fungicida 

quando CFM/CIM ≤ 4 e fungistática quando CFM/CIM > 4, conforme os critérios 

descritos por Siddiqui, et. al. em 2012. 

 



30 
 

4.5 Método Tabuleiro de Xadrez – “Checkerboard assay” 

O método tabuleiro de Xadrez é utilizado para avaliação de efeito de drogas 

em combinação e utiliza concentrações variadas dos fármacos, tendo como referência 

a CIM, no intuito de definir se há sinergismo ou antagonismo entre os fármacos (Odds, 

2003). Os ensaios foram realizados em microplacas estéreis de 96 poços e o meio 

RPMI-1640/MOPS. A HQN foi testada em concentrações variando de 0,3 a 

1560μg/mL, o ATX de 48 a 25.000μg/mL e o ITR de 0,015 a 1μg/mL para FpBr e 0,062 

a 4μg/mL para FpJW. A partir de 100μL do inóculo fúngico, incubados com 50μL de 

HQN e 50μL de ITR ou 50μL de ATX e 50μL de ITR com diferentes combinações de 

concentrações de fármacos, a 28°C, por 7 dias. A atividade antifúngica foi avaliada 

por inspeção visual para as CIMs com 100% de inibição. Para esta etapa do estudo, 

o TCZ foi excluído por ser um agrotóxico e não ter permissão para uso em humanos. 

Após a incubação, as interações foram determinadas pelo Índice de Concentração 

Inibitória Fracionária (ICIF), calculadas pela seguinte fórmula:  

 

𝐼𝐶𝐼𝐹 =
𝐶𝐼𝑀 𝐻𝑄𝑁 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝐶𝐼𝑀 𝐻𝑄𝑁 𝑖𝑠𝑜𝑙𝑎𝑑𝑜
+  

𝐶𝐼𝑀 𝐼𝑇𝑅 𝑒𝑚 𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝐶𝐼𝑀 𝐼𝑇𝑅 𝑖𝑠𝑜𝑙𝑎𝑑𝑜
 

 

As ICIFs foram determinadas para todas as combinações possíveis de 

diferentes concentrações em que não houve crescimento visível dos microrganismos 

(Gómez-López et al., 2003). O resultado da interação é classificado a partir dos 

seguintes valores:  

Sinérgica: ΣFICI ≤ 0,5;  

Aditiva: 0,5 > Σ FICI ≤ 1;  

Indiferente: 1 > Σ FICI ≤ 4,0;  

Antagônica: Σ FICI > 4,0. 
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4.6 Avaliação da Melanina 

Após crescimento em meio PDA por 7 dias, foi adicionado em placas 

distintas o ITR e a HQN no valor da CIM, CIM/2 e CIM/4. Como controle, as placas 

foram comparadas ao seu respectivo isolado, semeado em meio PDA, sem adição de 

fármacos. Em meio líquido RPMI, foi realizado o teste com a amostra FpJW após 

crescimento em tubo falcon durante 10 dias a 30ºC. O isolado foi adicionado às 

soluções de ITR, TCZ e HQN nas concentrações CIM, CIM/2 e CIM/4. O tubo do 

isolado FpJW contendo HQN foi comparado com o tubo controle e com o tubo TCZ, 

por já ser um conhecido inibidor da via de síntese da melanina, porém, um agrotóxico. 

Após foi realizada a avaliação da melanina em combinação do ITR + HQN, sendo: 

• Combinação A: HQN 195μg/mL + ITR 0,062 μg/mL = CIM/32 do ITR 

+ CIM/4 HQN; 

• Combinação B: HQN 195μg/mL + ITR 0,031 μg/mL = CIM/64 ITR + 

CIM/4 HQN. 

Como controle utilizou-se o tubo que contendo somente o isolado FpJW em 

meio RPMI. As placas e tubos foram fotografas após 7 dias de exposição aos 

fármacos. 

4.7 Local do Estudo in vitro 

Houve realização de um teste piloto em parceria com a Universidade 

Ceuma, no laboratório de Biologia Molecular de Micro-organismos Patogênicos e com 

o Laboratório Cedro sob responsabilidade do professor Rodrigo Holanda. O estudo 

final foi realizado no NIBA (Núcleo de Imunologia Básica e Aplicada) da Universidade 

Federal do Maranhão (UFMA) sob responsabilidade do professor Valério Monteiro 

Neto. 

4.8 Teste in silico 

O estudo in silico teve como objetivo avaliar o potencial de interação dos 

fármacos ácido tranexâmico (ATX) e hidroquinona (HQN) com estruturas relacionadas 

à melanina humana, a fim de justificar seu possível uso como agentes adjuvantes no 

tratamento da Cromoblastomicose (CBM). A hipótese fundamenta-se na capacidade 

desses compostos, já utilizados no tratamento de hiperpigmentações cutâneas como 

o melasma, de interferirem na síntese ou na estabilidade da melanina — um 
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componente-chave da parede celular do Fonsecaea pedrosoi, com papel relevante na 

virulência e resistência antifúngica. 

A primeira etapa da análise consistiu na verificação da similaridade 

estrutural entre os fármacos investigados e os compostos envolvidos na biossíntese 

da melanina, com base nos princípios físico-químicos que regem as interações 

moleculares por complementaridade de forma, carga e afinidade química. Em 

seguida, procedeu-se à aplicação de técnicas de docking e re-docking molecular para 

avaliar o acoplamento das moléculas aos alvos específicos da via melanogênica. 

Como controle positivo de interação, foi utilizado o ácido kójico (KOJ), substância 

amplamente empregada como despigmentante no tratamento do melasma, cuja ação 

é bem documentada como inibidor da enzima tirosinase — etapa chave na biossíntese 

da melanina. A comparação entre os perfis de ligação de ATX, HQN e KOJ permitiu 

uma análise comparativa da afinidade dos compostos pelos alvos selecionados, 

contribuindo para a validação da hipótese de seu uso como adjuvantes terapêuticos 

na CBM. Essa etapa foi realizada em parceria com o laboratório de Química Geral e 

Analítica da Universidade Federal do Amapá (UNIFAP), sob responsabilidade do 

professor Cleydson Breno. 

 

4.9 Definição dos alvos 

Para a seleção dos alvos moleculares, os seguintes passos foram 

utilizados: 

1- O código Smile dos fármacos (ATX, HQN, KOJ e TCZ) foram inseridos 

no PASSonline para predição de atividade, sendo considerados alvos 

com Probabilidade de atividade (Pa) >70% 

2- Alvo com Pa>70% foram inseridos na busca do PDB (Protein Data Bank) 

com filtro de resolução <2,5Å 

3- A primeira estrutura encontrada no PDB para cada alvo com Pa>70% foi 

selecionada para o ATX, HQN, TCZ e para KOJ 

4- Para o TCZ, por ter somente um alvo com Pa>70%, foram colhidas as 

informações das duas primeiras estruturas 

5- Encontradas 25 estruturas para o KOJ; 2 para o TCZ; 49 para o ATX e 

24 para a HQN, inviabilizando a testagem. 
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6- Foram selecionados, então, os compostos da via metabólica que são 

produzidos e/ou convertidos nos melanossomos e que fazem parte da 

síntese de melanina:  

• LEUCODOPACHROME,  

• 5,6-DIHYDROXYINDOLE-2-CARBOXYLIC ACID;  

• L-DOPACHROME; 5,6-DIHYDROXYINDOLE;  

• INDOLE-5,6-QUINONE; DOPAQUINONE. 

7- Com a molécula selecionada acima, a estrutura química (canonical 

smile) foi inserida na busca do PDB com os seguintes filtros:  

a. método experimental por difração de Raio-X   

b. resolução <2,5Å. 

8- As três primeiras estruturas encontradas, quando disponível mais de 

uma, foram selecionadas: 

INDOLE-5,6-QUINONE - 6L9C, 5KWF, 2R24 

DOPAQUINONA – 2YX9 

LEUCODOPACHROME – não encontrado 

5,6-DIHYDROXYINDOLE-2-CARBOXYLIC ACID – 7TUR, 7D6G, 

7YK9  

L-DOPACHROME – não encontrado 

5,6-DIHYDROXYINDOLE – 5M8R, 5M8S, 5M8L 

9- Após comparação com as estruturas encontradas anteriormente para a 

pesquisa smile dos fármacos (descritas no item 5), selecionou-se os 

alvos comuns em ambas as etapas (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Combinação dos alvos da Hidroquinona (HQN), Ácido 
Tranexâmico (ATX) e Kojic Acid (KOJ) 

 
 
 
 
 
 
7TUR, 2R24 e 5KWF correspondem às estruturas cristalográficas 

 
  

Alvos HQN ATX AKJ 
7TUR ☑ ☑ ☑ 
2R24  ☑ ☑ 
5KWF ☑ ☑ ☑ 
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10-  As moléculas testadas com as estruturas (alvos) foram os fármacos:  

a. Ácido tranexâmico 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5526 

b. Hidroquinona https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/785 

c. Ácido Kójico https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3840 

11- Acrescentou-se a molécula 5M8N por ser uma molécula publicada e 

depositada, relacionada a tirosinase humana 

12-  O TCZ foi excluído da análise in sílico por não ter permissão de uso em 

humanos, somente como agrotóxico. 

 

4.10 Docking e re-docking molecular 

Foram realizados os testes de Docking Molecular no webserver DockThor 

(https://dockthor.lncc.br/v2/). As estruturas cristalográficas foram baixadas do PDB e 

através do software Discovery Studio 2016 para checagem dos seguintes parâmetros: 

ângulos phi-psi, conformação do resíduo e mapa de densidade eletrônica, além da 

avaliação de regiões mal definidas, presença de ligantes e localização das 

coordenadas (Tabela 2). As estruturas proteicas e os ligantes foram preparados e 

salvos em formato .pdb e, então, encaminhados para a simulação de docking 

molecular no Docktor. 

Tabela 2. Coordenadas de Dock molecular com dimensões dos grids 

Receptor Coordenadas do Grid Center Dimensões do Grid 

2R24 

X = 15,376299 X = 16,15 

Y = -6,423075 Y = 14,20 

Z = 14,841455 Z = 13,25 

5KWF 

X = 20,368027 X = 16,15 

Y = 0,072100 Y = 14,20 

Z = 22,638071 Z = 13,25 

5M8N 

X = -30,526316 X = 16,15 

Y = -3,718351 Y = 14,20 

Z = -21,986283 Z = 13,25 

7TUR 

X = -8,406000 X = 15,10 

Y = -9,958000 Y = 14,20 

Z = 15,092000 Z = 13,30 

XYZ correspondem aos eixos das três dimensões 
 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5526
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/785
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3840
https://dockthor.lncc.br/v2/
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Os fármacos usados para o estudo de Docking Molecular foram 

Hidroquinona (HQN), Ácido Tranexâmico (ATX) e Ácido Kójico (KOJ) e ancorados aos 

alvos 7TUR, 2R24, 5KWF e 5M8N. Para a realização do re-docking, os ligantes das 

moléculas foram removidos e, após reinseridos para avaliar se as moléculas foram 

capazes de assumir conformação de ligação semelhante. Considera-se valores 

ótimos de RMSD (desvio quadrático médio) entre os ligantes quando esse valor é 

inferior à 2Å. Por serem fármacos já estabelecidos e autorizados para uso em 

humanos, não foi necessário realizar teste farmacocinético de ADME (absorção, 

distribuição, metabolismo e excreção) in silico. Abaixo encontra-se a Figura 8 que 

ilustra os procedimentos utilizados para o teste. 

 

 
Figura 8. Fluxograma de definição dos alvos e dos procedimentos do 

estudo in silico.  
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5. RESULTADOS 

5.1 Teste in vitro 

A concentração inibitória mínima, CIM, de cada isolado e do controle foi 

determinada por inspeção visual e tiveram os seguintes valores, considerando 100% 

de inibição de crescimento: 

Tabela 3. Concentração Inibitória Mínima dos isolados do estudo. 

 
FpJW 

Fonsecaea pedrosoi 

FpBR 

Fonsecaea pedrosoi 

Controle 

Candida albicans 

(ATCC 90028) 

Itraconazol 2µg/mL 0,5µg/mL 0,25µg/mL 

Hidroquinona 780µg/mL 780µg/mL 390µg/mL 

Ácido 

Tranexâmico 

>25.0000µg/mL >25.0000µg/mL >25.0000µg/mL 

Triciclazol 156µg/mL 156µg/mL 32µg/mL 

 

Baseado no ponto de corte epidemiológico recentemente publicado (Smith, 

et. al.,2025), com CIM = 0,5µg/mL, o isolado FpJW apresenta resistência ao ITR 

enquanto o FpBR, sensibilidade. Apesar disso, quando avaliada a concentração 

fungicida mínima (CFM), que corresponde à menor concentração de composto em 

que há morte do fungo, ambos os isolados apresentaram valor da CIM igual ao valor 

da CFM, resultando em razão igual 1. Ou seja, o efeito de todas as drogas avaliadas 

(HQN, ITR e TCZ) foi fungicida. O ATX, apresentou valores de CIM muito elevados e 

não teve inibição do crescimento fúngico, portanto, não foi possível avaliar o tipo de 

atividade para este fármaco. Na Tabela 4, encontramos os valores de CIM e CFM dos 

fármacos para os isolados fúngicos. 
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Tabela 4. Comparação dos valores de CIM, CFM e razão CFM/CIM para 
diferentes compostos antifúngicos frente aos isolados FpBR e FpJW e ao controle. 
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ATX - - - - - - - - - - - - 

HQN 780 780 1 fungicida 780 780 1 fungicida 390 -    

ITR 0,5 0,5 1 fungicida 2 2 1 fungicida 0,25 16 64 fungistático 

TCZ 156 156 1 fungicida 156 156 1 fungicida 32 -    

Nota: A razão CFM/MIC é calculada para determinar tipo de atividade das drogas testadas. 

Considera-se fungistática se CFM/CIM>4 ou fungicida CFM/CIM≤4. 

 

Os efeitos da combinação de HQN com ITR sobre os dois isolados de F. 

pedrosoi no método Tabuleiro de Xadrez demonstrou que a combinação dos fármacos 

reduz à metade o valor da CIM da HQN para ambos os isolados. A CIM do ITR na 

combinação, para FpJW variou de CIMx2 (4µg/mL) à CIM/32 (0,0625µg/mL), 

correspondendo à coluna 3, linhas A-G. Para a amostra FpBR, quando combinados 

os fármacos a CIM do ITR variou de CIMx2 (1 µg/mL) a CIM/16 (0,03125µg/mL), 

correspondendo à coluna 3 e linhas A-F, na placa de 96 poços. A Figura 9 ilustra os 

achados, simulando a placa de 96 poços. 
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Figura 9. Figura ilustrativa do método tabuleiro de xadrez e leitura da 

combinação de ITR+ HQN para os isolados de Fonsecaea pedrosoi.  
A) Combinação de ITR + HQN para o isolado FpJW; B) Combinação para o isolado FpBR. 

 

A Figura 10 mostra a imagem da placa da combinação dos fármacos ITR+ 

ATX para FpJW e FpBR. Apesar de não ter sido possível calcular CIM (100%) para o 

ATX, embora a concentração testada tenha sido elevada, a visualização da placa 

mostra possível efeito até o cruzamento dos poços que correspondem a concentração 

de CIM/2 do ITR e de 6250µg/mL para o ATX, não se podendo esclarecer se o efeito 

é de inibição do crescimento ou de clareamento, quando o ATX está associado ao 

ITR. 
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Figura 10. Placa de 96 poços com a combinação de ITR+ ATX para os 
isolados de Fonsecaea pedrosoi. 

A partir da leitura das interações nas placas de 96 poços, determinou-se o 

valor da Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) em que a associação de HQN + 

ITR teve efeito aditivo, em ambos os isolados de Fonsecaea pedrosoi. Para o ATX, 

devido ao alto valor de CIM, também não foi possível realizar o cálculo de ICIF. Além 

disso, quando ITR e HQN estão associados, a CIM de ambos os fármacos reduziu à 

metade da concentração inicial, ou seja, a CIM (100%) dos fármacos isolados. A 

Tabela 5 apresenta esses dados. 
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Tabela 5. Índice de Concentração Inibitória Fracionária (ICIF) para a 
atividade in vitro da combinação de HQN com ITR contra Fonsecaea pedrosoi. 

 
CIM  

(μg/mL) 
CIM Combinado 

(μg/mL) ICIF Interpretação 

HQN ITRA HQN ITRA 

FpBR 780 0,5 390 0,25 1 ADITIVO 

390 0,125 0,75 ADITIVO 

390 0,0625 0,625 ADITIVO 

390 0,03125 0,5625 ADITIVO 

FpJW 780 2 390 1 1 ADITIVO 

390 0,5 0,75 ADITIVO 

390 0,25 0,625 ADITIVO 

390 0,125 0,5625 ADITIVO 

390 0,0625 0,53125 ADITIVO 

Nota: A razão ICIF é calculada para avaliar o efeito entre as drogas testadas. 
Considera-se efeito Sinérgico: ΣFICI ≤ 0,5; Aditivo: 0,5 > ΣFICI ≤ 1; Indiferente: 1 > ΣFICI ≤ 
4,0 e Antagônico: ΣFICI > 4,0. 

A partir do teste de avaliação de clarificação das amostras em meio sólido, 

a HQN apresentou oxidação do fármaco, causando escurecimento do meio ágar 

batata. Não foi possível estabelecer com clareza se houve diminuição da melanina em 

comparação com o controle, em ambas as amostras, embora visualmente pareça 

haver diferença na coloração do próprio ágar entre as placas (Figura 11). Ao avaliar a 

coloração do ágar dos isolados, a placa contendo HQN na concentração de CIM é 

mais escura, amarronzada, em comparação com o ágar na concentração de CIM/2, e 

ainda mais claro na CIM/4, especialmente na amostra FpJW. Dessa forma, não é 

possível afirmar se a mudança da coloração do ágar corresponde somente à oxidação 

da HQN ou dispersão do pigmento melânico no meio. 



41 
 

  
Figura 11. Teste de Clarificação da melanina com a Hidroquinona em 

ágar batata dextrose.  
A) Isolado clínico FpJW; B) Isolado clínico FpBR; HQN: Hidroquinona; CIM: Concentração 
Inibitória Mínima 
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No meio líquido, a HQN também oxidou, deixando o meio RPMI 

amarronzado, não sendo possível avaliar se a coloração é devida a oxidação do 

fármaco ou de presença de melanina do fungo. Já o TCZ pareceu dissolver a melanina 

no meio líquido, escurecendo todo o meio. Quando avaliados em conjunto, ITR + HQN 

no meio líquido, nas duas combinações, também não foi possível avaliar redução 

pigmento devido ao escurecimento do meio pela oxidação da HQN, porém, chama a 

atenção que mesmo com ITR em concentração de CIM/32 e HQN na concentração 

da CIM/4 há visível redução importante de crescimento fúngico quando comparado ao 

controle, conforme Figura12. 

 
Figura 12. Teste de clarificação da melanina em meio líquido (RPMI).  

A) Comparação do efeito da Hidroquinona com o Triciclazol; B) Combinação da Hidroquinona 
com o Itraconazol (Combinação A: ITR 0,062μg/mL + HQN 195μg/mL; Combinação B: ITR 
0,031μg/mL + HQN 195μg/mL) 
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5.2 Teste in silico 

 A partir da avaliação de semelhança das estruturas químicas dos fármacos 

e da melanina, é possível observar a presença do radical hidroxila nos três fármacos, 

radical carbonila nos três fármacos e na melanina e radical amina no ATX e melanina, 

conforme a Figura 13. Todos esses radicais favorecem ligações entre as estruturas 

químicas. 

 
Figura 13. Estrutura química das moléculas evidenciando extremidades 

com possíveis interação entre a melanina e os fármacos estudados 
Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6325610 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/785 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3840 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5526 

 

  

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/6325610
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/785
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3840
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/5526


44 
 

O docking molecular identificou conformações de ligação ótimas entre os 

compostos testados e seus respectivos alvos (Figura 14A). Os resultados 

demonstraram que a ATX interage diretamente com a via de biossíntese da melanina, 

apresentando afinidade de ligação comparável à dos inibidores clássicos da 

tirosinase, HQN e KOJ. 

A robustez dos achados foi confirmada por meio de análises de redocking, 

validando a precisão do algoritmo computacional na predição das poses moleculares. 

O menor valor de RMSD (0,74Å) foi observado para o alvo 2R24, associado à indol-

5,6-quinona, um intermediário chave da via da L-DOPA que, sob ação da tirosinase, 

conduz à formação de eumelanina – o pigmento responsável pela coloração da pele, 

pelos e olhos. Em contraste, o maior RMSD foi verificado para o alvo-controle 5M8N 

(Figura 14B).  

 

 



45 
 

 
Figura 14. Representações tridimensionais do docking molecular das 

conformações de ligação entre os compostos e os alvos.  
A) Os modelos 3D ilustram as poses de ligação previstas nos sítios ativos de cada proteína, 
demonstrando complementaridade espacial e orientação dos ligantes. B) Desempenho do 
redocking e fidelidade das poses dos compostos testados contra os alvos da melanogênese. 
Nota: As estruturas em vermelho representam a conformação do ligante cristalográfico, 
enquanto as estruturas em verde correspondem à melhor pose de docking obtida no 
redocking.   
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Na presente análise, todas as interações composto-alvo apresentaram 

valores negativos de ΔG, indicando ligação espontânea em todas as condições 

testadas. O ATX demonstrou energias livres de ligação comparáveis às da HQN e 

KOJ para todos os alvos. Vale destacar que, na validação por redocking, O ATX 

apresentou valores de ΔG ainda mais negativos, reforçando seu potencial de 

interação molecular direta na via de biossíntese de melanina humana - 

particularmente com os alvos 2R24 e 5KWF, ambos associados ao intermediário 

oxidativo indol-5,6-quinona. A Figura 15, abaixo, apresenta o mapa de calor e o gráfico 

radar, ilustrando as afinidades de ligação e os perfis de interação entre os compostos 

testados e os alvos relacionados à melanogênese. 

 
Figura 15. Perfis de afinidade molecular do Ácido Tranexâmico, Ácido 

Kójico e Hidroquinona com alvos da via de melanogênese. 
 

A partir da ancoragem, ou docking molecular, são avaliadas as distâncias 

de ligação entre as moléculas e os aminoácidos e os tipos de ligações que ocorrem, 

sendo as ligações de hidrogênio e as covalentes as consideradas mais fortes. Além 

disso, é necessária a avaliação de quais aminoácidos apresentam ligação com o alvo 

e fármaco, essa etapa é essencial no sentido de aproximar a reação do teste in silico 

com o que o corre no organismo. Dentre os aminoácidos, a tirosina é a que tem maior 

ligação com a produção da melanina no organismo e o alvo 7TUR é o que se ligou á 

tirosina, a partir de ligações de Hidrogênio em todos os fármacos, sugerindo que o 

ATX interfere na via de produção de melanina quando os valores são comparados à 
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HQN ao KOJ. Além disso, o ATX e o KOJ também se ligaram a partir de ligações de 

Hidrogênio com a tirosina quando o alvo é o 2R24. O alvo 5M8N liga-se através de H-

OH, covalente, com todos os fármacos. Esses achados são ilustrados na Figura 16. 

 

 
Figura 16.  Tipos de ligações dos fármacos aos alvos e aminoácidos 

envolvidos.  
A) Representação bidimensional das interações moleculares entre ligantes, alvos e resíduos 
de aminoácido com distância de ligação em Å, destacando-se as ligações de hidrogênio 
envolvendo tirosina. B) Frequência de ligações de hidrogênio envolvendo tirosina nos 
complexos composto-alvo.  
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6. DISCUSSÃO 

O presente estudo avaliou a sensibilidade do fungo Fonsecaea pedrosoi, a 

partir de dois isolados clínicos, ao Itraconazol, Hidroquinona, Ácido Tranexâmico e ao 

fungicida agrícola Triciclazol. Os medicamentos testados neste estudo, apresentaram 

sensibilidade distinta ao ITR, apesar de ambos os pacientes apresentarem lesão 

grave. Apesar disso, o teste inovador com a Hidroquinona evidenciou que o fármaco 

apresenta efeito citotóxico sobre o fungo, com valor de CIM de 780µg/mL e inibição 

de 100% de crescimento dos isolados clínicos FpJW e FpBR. O ácido tranexâmico, 

entretanto, não apresentou inibição de crescimento fúngico, apesar das altas 

concentrações testadas. Quando os fármacos foram avaliados em combinação, a 

partir do método tabuleiro de xadrez, apesar de HQN e ITR apresentarem efeito aditivo 

pelo valor de referência da ICIF, foi possível observar que ambos os fármacos 

reduzem, pelo menos, à metade o valor da CIM para os mesmos isolados. Já para o 

ATX, por não ter tido valor de CIM, não foi possível determinar efeito da combinação. 

No teste de avaliação de branqueamento do F. pedrosoi a HQN apresentou oxidação 

em meio sólido e líquido, interferindo na leitura do resultado. O ATX, pareceu clarear 

a placa de 96 poços, nas concentrações testadas. Já para o teste in silico, as ligações 

e o acoplamento com os alvos realizados pelo ATX se assemelham aquelas 

realizadas pela HQN e Ácido Kójico, sugerindo fortemente uma ligação direta à via da 

melanina. 

A Cromoblastomicose (CBM) é uma micose profunda de evolução crônica 

e resposta terapêutica frequentemente insatisfatória, exigindo, em muitos casos, a 

combinação de múltiplas abordagens terapêuticas (Queiroz-Telles e Santos, 2013). O 

ITR permanece como o principal antifúngico utilizado no tratamento da doença em 

nível mundial. Embora fármacos mais modernos da mesma classe, como 

isavuconazol, voriconazol e posaconazol, tenham demonstrado potencial terapêutico 

superior em estudos iniciais (Santos, Azevedo e Queiroz-Telles, 2025), sua 

disponibilidade é restrita, sobretudo em países de baixa e média renda. Soma-se a 

isso o fato de que o tratamento com ITR, apesar de ser o padrão atual, é de longa 

duração e envolve custos elevados, o que compromete a adesão terapêutica e o 

acesso em populações vulneráveis (Queiroz-Telles et al., 2017). 



49 
 

A CBM, é classificada como uma doença tropical negligenciada, categoria 

oficialmente reconhecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS) desde 2017. 

Essa designação evidencia o histórico de invisibilidade da doença nos sistemas de 

saúde, nos programas de vigilância e na agenda de pesquisa global (WHO, 2021). A 

negligência se reflete também na escassez de estudos clínicos robustos, na limitação 

de financiamento para inovação terapêutica e na ausência de protocolos padronizados 

para o manejo da infecção. No entanto, a inclusão da CBM no rol de doenças tropicais 

negligenciadas pela OMS representa um avanço estratégico, pois amplia a visibilidade 

internacional sobre a sua importância epidemiológica (santos, 2025), pode estimular 

investimentos em pesquisa translacional e clínica, e favorecer o desenvolvimento de 

políticas públicas voltadas à prevenção, diagnóstico precoce e acesso ao tratamento. 

Nesse contexto, estudos que propõem novas abordagens terapêuticas, 

reposicionamento de fármacos e alternativas de baixo custo, como o presente 

trabalho, tornam-se particularmente relevantes para o enfrentamento efetivo dessa 

micose ainda subestimada. 

Adicionalmente, diferentemente do que se observa para diversos agentes 

etiológicos bacterianos e fúngicos de importância médica, o perfil de sensibilidade dos 

fungos causadores da CBM ainda não está plenamente estabelecido. Protocolos 

amplamente reconhecidos para testes de suscetibilidade in vitro, como os 

desenvolvidos por organismos internacionais, como o European Committee on 

Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e o Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI), bem como o protocolo brasileiro BRCAST, apresentam diretrizes 

padronizadas e metodologias harmonizadas para determinação de concentrações 

inibitórias mínimas (CIMs). No entanto, a ausência de valores de referência 

específicos para fungos melanizados, em especial para o gênero Fonsecaea, 

dificultam a definição de condutas terapêuticas como um “padrão-ouro” (Queiroz-

Telles e Santos, 2013).  

Hellwig et al. (2019) conduziram uma revisão sistemática com o objetivo de 

avaliar a suscetibilidade dos agentes etiológicos da CBM e investigar o potencial 

sinergismo entre diferentes fármacos antifúngicos. A análise abrangeu 35 estudos, 

nos quais os isolados fúngicos foram considerados sensíveis quando apresentavam 

concentrações inibitórias mínimas (CIM) inferiores a 1 µg/mL. Mais recentemente, 
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Smith et. al. (2025) publicaram um estudo de referência no qual estabeleceram, pela 

primeira vez, o ponto de corte epidemiológico (epidemiological cutoff value – ECV) 

para Fonsecaea pedrosoi, com base na análise de suscetibilidade a oito diferentes 

antifúngicos, testados em 148 amostras clínicas. Este marco representa um avanço 

significativo na padronização dos testes in vitro de sensibilidade antifúngica para CBM, 

oferecendo parâmetros robustos que deverão orientar futuras pesquisas, além de 

subsidiar a atualização de protocolos nacionais e internacionais de microdiluição em 

caldo, conforme preconizado por instituições como o CLSI, EUCAST e BRCAST. A 

importância desse estudo transcende o fato de ser o primeiro a definir um ECV para 

F. pedrosoi; reside, sobretudo, no valor epidemiológico desse parâmetro, que atua 

como ferramenta essencial de vigilância para a detecção precoce de possíveis 

fenótipos resistentes. Dessa forma, o ECV se consolida não apenas como critério 

técnico para interpretação laboratorial, mas também como instrumento estratégico 

para o monitoramento da eficácia terapêutica e para a orientação racional do uso de 

antifúngicos no manejo da Cromoblastomicose. 

Estudos anteriores que investigaram a susceptibilidade de Fonsecaea 

pedrosoi ao ITR, embora com número reduzido de isolados, evidenciam uma ampla 

variação nos valores de CIM para esse antifúngico. Guevara et. al. (2022), avaliando 

10 amostras clínicas, relataram CIMs variando entre 0,06 e 0,5µg/mL. Zheng et. al. 

(2019), por sua vez, observaram uma variação de 1 a 8µg/mL em nove isolados, 

enquanto Alves et. al. (2018), com cinco amostras, relataram CIMs entre 0,25 e 

1µg/mL. De forma semelhante à literatura, os isolados clínicos utilizados no presente 

estudo — FpBR e FpJW — apresentaram CIMs distintas para o ITR: 0,5µg/mL e 

2µg/mL, respectivamente. Com base no ECV recentemente estabelecidos por Smith 

et. al. (2025), que definem Fonsecaea pedrosoi como sensível ao ITR o ponto de corte 

de CIM = 0,5µg/mL, pode-se inferir que o isolado FpBR é sensível ao fármaco, 

enquanto FpJW demonstra perfil de resistência. 

No que se refere à hidroquinona (HQN), não é possível estabelecer um 

ponto de corte de referência, uma vez que este composto não é tradicionalmente 

classificado como antifúngico, e, portanto, não há diretrizes padronizadas para 

interpretação da sua atividade in vitro. A mesma limitação se aplica ao TCZ, fármaco 

de uso agrícola, não aprovado para aplicação em humanos. No entanto, observa-se 
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que a HQN apresentou efeito citotóxico relevante sobre os dois isolados clínicos de F. 

pedrosoi, resultando em valores de CIM = 780µg/ml para ambos os isolados, 

mostrando ação citotóxica para o F. pedrosoi. 

Diante dos desafios terapêuticos impostos pela CBM, é comum a adoção 

de abordagens terapêuticas combinadas, envolvendo a utilização de múltiplos 

fármacos ou a associação entre antifúngicos e outras modalidades de tratamento, 

como excisão cirúrgica, crioterapia ou fototerapia (Zhou et. al., 2023; Ranawaka, 2021; 

Huang et. al., 2019; Hu et. al., 2015). Embora os estudos in vitro que avaliam a eficácia 

de combinações farmacológicas para o tratamento da CBM ainda sejam relativamente 

escassos (Ji et. al., 2025; Coelho, Alves et. al., 2022; Yu et. al., 2008), a prática clínica 

frequentemente recorre à associação de antifúngicos sistêmicos, especialmente em 

casos de doença extensa, refratária ou recidivante. Essa estratégia visa potencializar 

a eficácia terapêutica, ampliar o espectro de ação, reduzir a dose isolada de cada 

agente e, possivelmente, retardar o surgimento de resistência. Assim, ainda que a 

base experimental sobre sinergismo farmacológico na CBM seja limitada, sua 

aplicação prática é amplamente reconhecida nos protocolos empíricos adotados em 

áreas endêmicas. Diante disso, o método tabuleiro de xadrez ou checkerboard assay 

é amplamente utilizado como forma de avaliar se fármacos distintos possuem 

atividade antagônica ou sinérgica em diversos micro-organismos in vitro.  

No presente estudo, a associação do ITR com a HQN, avaliada pelo 

método tabuleiro de xadrez, resultou em uma variação dos valores de CIM entre 

0,0625 e 1µg/mL para o isolado FpJW, e entre 0,3125 e 0,25µg/mL para o isolado 

FpBR. Esses resultados mostram uma redução nos valores de CIM quando 

comparados ao ITR utilizado isoladamente, sugerindo um efeito potencial da HQN 

como agente modulador da suscetibilidade fúngica. Na revisão sistemática conduzida 

por Hellwig et. al. (2019), foi avaliada a combinação entre ITR e Terbinafina (TRB), 

ambos antifúngicos clássicos, com resultados semelhantes: em oito isolados de F. 

pedrosoi, a CIM da associação variou entre 0,127 e 0,25µg/mL, indicando um perfil de 

sensibilidade próximo ao observado no presente estudo, mesmo que, neste caso, a 

HQN não seja tradicionalmente classificada como agente antifúngico. 

Com base ECV propostos recentemente por Smith et. al. (2025), observou-

se que o isolado FpJW, inicialmente classificado como resistente ao ITR isolado (CIM 
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= 2µg/mL), passou a apresentar valores dentro da faixa de sensibilidade em algumas 

das combinações com HQN. Apesar de a análise do índice de concentração inibitória 

fracionada (ICIF) ter indicado uma interação do tipo aditiva, e não sinérgica, a redução 

consistente das CIMs de ambos os fármacos na associação, em pelo menos 50% em 

relação ao uso isolado, é um achado relevante. Tais resultados fortalecem a hipótese 

desta tese de que a HQN pode atuar como agente adjuvante no tratamento da 

Cromoblastomicose, contribuindo para aumentar a eficácia do ITR. Pressupõe-se, 

ainda, que essa associação farmacológica possa permitir a redução do tempo de 

exposição ao antifúngico sistêmico, o que representa um avanço importante no 

enfrentamento da resistência e dos efeitos adversos associados ao tratamento 

prolongado da doença. 

No presente estudo, a hidroquinona (HQN), mesmo utilizada de forma 

isolada, demonstrou efeito fungicida sobre ambos os isolados clínicos de Fonsecaea 

pedrosoi, conforme evidenciado pela razão entre a concentração inibitória mínima 

(CIM) e a concentração fungicida mínima (CFM). Embora a HQN não seja classificada 

como antifúngico convencional, há relatos na literatura sobre sua atividade 

antimicrobiana, especialmente no que se refere à inibição da formação de biofilmes 

em Vibrio spp. e Candida albicans (Sathiyamoorthi et. al, 2023; Kim et. al., 2022). 

Ainda que o mecanismo de ação da HQN sobre F. pedrosoi não esteja totalmente 

elucidado, dados preliminares sugerem que sua ação pode estar relacionada à 

interferência em componentes estruturais da parede celular. Nesse sentido, Pereira et 

al. (2022), ao investigarem os efeitos do ácido kójico — conhecido inibidor direto da 

tirosinase — em fungos do gênero Fonsecaea, observaram, in vitro, evidências de 

desorganização e ruptura da parede celular após inibição da melanogênese. Esses 

achados reforçam a plausibilidade de que compostos que atuam sobre a via de síntese 

da melanina, como a HQN, possam comprometer a integridade da parede fúngica e 

exercer efeito antifúngico direto, o que sustenta a proposta de seu uso como agente 

adjuvante no tratamento da Cromoblastomicose. 

Soma-se a esses achados o fato de a HQN ser um fármaco de uso tópico, 

com histórico de aplicação segura na dermatologia humana, o que amplia suas 

possibilidades terapêuticas. Dada sua ação fungicida observada in vitro, é plausível 

considerar que a HQN possa ser empregada, de forma isolada, em casos clínicos 
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específicos, como em pacientes com contraindicação ao uso de itraconazol - fármaco 

de primeira escolha no tratamento da Cromoblastomicose - a exemplo daqueles com 

disfunções hepáticas ou outras comorbidades que limitem o uso de antifúngicos 

sistêmicos. Essa hipótese, ainda que careça de validação clínica, abre novas 

perspectivas para o manejo da doença, especialmente em contextos em que o 

tratamento convencional apresente restrições. 

O mecanismo de ação descrito para a HQN baseia-se no bloqueio da 

tirosinase, enzima fundamental para a melanogênese. Trata-se de um agente 

amplamente utilizado no tratamento do melasma e de outros distúrbios 

hiperpigmentares (Lipsker e Lenormand, 2019; Nordlund, Grimes e Ortonne, 2006; 

Pazyar et al., 2019; Tehranchinia, Saghi e Rahimi, 2018). A segurança e a eficácia da 

HQN como despigmentante tópico já estão bem estabelecidas, com seu uso clínico 

remontando à década de 1960 (Searle, Al-Niaimi e Ali, 2021). Os efeitos adversos 

mais comumente relatados incluem irritação local e eritema. O efeito colateral mais 

grave, embora raro, é a ocronose exógena, um distúrbio paradoxal caracterizado pelo 

acúmulo de pigmento na epiderme, geralmente associado ao uso prolongado 

(superior a 12 meses) e a concentrações elevadas da HQN (acima de 5%) (Charlín et 

al., 2008; Ishack e Lipner, 2022), motivo pelo qual seu uso deve ser realizado sob 

supervisão médica. 

Entretanto, é importante destacar que, no contexto da Cromoblastomicose, 

a ocorrência de ocronose pode não representar uma limitação clínica significativa. Ao 

contrário do que se observa no tratamento de afecções estéticas como o melasma, 

em que a hiperpigmentação residual é indesejada, os pacientes com CBM 

frequentemente já apresentam lesões crônicas extensas e alterações pigmentares 

persistentes, como cicatrizes atróficas e áreas hipocrômicas resultantes do processo 

inflamatório e do uso prolongado de antifúngicos sistêmicos, como o itraconazol. 

Dessa forma, a presença eventual de ocronose em áreas previamente acometidas 

pode não comprometer o resultado terapêutico e nem impactar negativamente a 

qualidade de vida do paciente. Essa consideração amplia a viabilidade do uso tópico 

da HQN em casos específicos da CBM, especialmente como alternativa em pacientes 

com contraindicações ao tratamento sistêmico. 
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Além disso, é importante ressaltar que a HQN é um fármaco de uso tópico, 

amplamente utilizado, geralmente nas concentrações de 1-4% (Banihashemi et al., 

2015; Farshi, 2011; Nordlund, Grimes e Ortonne, 2006; Pazyar et al., 2019; Saki, 

Darayesh e Heiran, 2018; Tehranchinia, Saghi e Rahimi, 2018). No nosso país, a 

apresentação comercial mais comum é de 40mg/g (4%), concentração considerada 

segura pelos estudos. É um medicamento de baixo custo e disponível globalmente, 

oferecendo a possibilidade de uma alternativa econômica para o tratamento da 

Cromoblastomicose em associação aos antifúngicos sistêmicos, ou ainda, como 

opção isolada nos pacientes com contraindicações ao uso de ITR. Esse achado, 

portanto, é de extrema relevância, especialmente no momento de crescente 

preocupação com a resistência antifúngica, aventando uma possível alternativa para 

tratamento. 

Ao avaliar a capacidade de branqueamento no fungo pelas drogas, a partir 

da hipótese que o mesmo efeito encontrado em seres humanos pudesse ocorrer para 

o fungo, a HQN oxidou, tanto em meio líquido quanto em meio sólido, deixando o ágar 

amarronzado, interferindo na leitura comparativa com o controle. A melanina, em 

humanos e fungos demáceos, já está estabelecida como importante fator de proteção 

(Brenner e Hearing, 2008; Mora-Montes et al., 2022) e modelos animais já foram 

sugeridos como alternativas para avaliação da melanogênese, como o peixe-zebra 

(Ferreira et al., 2023). A presença de melanina na pele humana consegue bloquear a 

profundidade que os raios UV atingem a pele, produzindo menor índice de 

queimaduras (Marionnet, Tricaud e Bernerd, 2015). E recentes estudos, sugerem que 

a melanina de fungos possa ser alvo de estudos para possível uso como protetor solar 

(Oh et al., 2021) e mesmo como bloqueadores da melanogênese em humanos (Silva 

Sena et al., 2023), sendo possível alternativa para tratamento de distúrbios 

pigmentares. 

Ao avaliarmos os achados do teste in silico, que buscou evidenciar a ação 

do ATX na via de síntese da melanina humana, uma vez que o fármaco é 

antifibrinolítico e está sendo utilizado amplamente para o tratamento do Melasma com 

efeito clareador, os resultados do docking encontrados fornecem novas perspectivas 

mecanísticas sobre o papel da ATX na biossíntese da melanina. Embora 

tradicionalmente considerada um agente adjuvante no Melasma, com propriedades 
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anti-inflamatórias e antiangiogênicas, o ATX demonstrou potencial de ligação direta a 

alvos melanogênicos, com níveis de afinidade comparáveis aos do KOJ e da HQN — 

dois bloqueadores diretos da tirosinase. Vale destacar que a formação consistente de 

ligações de hidrogênio com resíduos de tirosina nos alvos 7TUR e 2R24 sugere um 

possível efeito inibitório sobre etapas oxidativas no interior dos melanossomos, 

contribuindo, assim, para sua atividade despigmentante por meio de um mecanismo 

molecular anteriormente pouco explorado. 

Melasma é uma desordem hiperpigmentar crônica reconhecida como uma 

condição clinicamente desafiadora para dermatologistas e pacientes (Artzi et al., 

2021), e atualmente está bem estabelecido que a radiação ultravioleta (UV), em 

combinação com complexas interações dermoepidérmicas, predisposição genética e 

influências hormonais, contribuem para o desenvolvimento desta condição 

dermatológica multifatorial (Sarkar, Bansal e Ailawadi, 2020). A avaliação clínica 

mediante o Melasma Area and Severity Index (MASI), instrumento consagrado para 

mensuração de resposta terapêutica, demonstra variabilidade significativa em seus 

resultados conforme o tratamento utilizado (Farshi, 2011; Rosario, Del et al., 2017). E, 

atualmente, dispõe-se de uma ampla gama de agentes farmacológicos e abordagens 

terapêuticas, incluindo microagulhamento com ou sem “drug delivery”, formulações 

tópicas e tratamentos sistêmicos (Banihashemi et al., 2015; Farshi, 2011; Malik, Hanif 

e Mustafa, 2019; Saki, Darayesh e Heiran, 2018; Sarkar et al., 2002). 

O ATX é um fármaco consolidado e amplamente utilizado em pós-

operatório, procedimentos ortopédicos e, inclusive, em cuidados pré-hospitalares por 

seu efeito primário como antifibrinolítico (Chen et al., 2019; Gruen et al., 2023; Picetti 

et al., 2019). Entretanto, no contexto do Melasma - embora considerada uma 

indicação off-label – o ATX tem sido associado a mecanismos de ação indiretos, 

incluindo a modulação da via plasmina-plasminogênio, a regulação da angiogênese e 

efeitos anti-inflamatórios, como a redução do eritema, por exemplo (Kim et al., 2016; 

Neagu et al., 2022). Como resultado, sua utilização na prática dermatológica vem 

sendo crescentemente documentada como uma estratégia adjuvante eficaz na 

otimização dos desfechos terapêuticos, tanto na administração sistêmica oral quanto 

nas técnicas de microagulhamento (Wali e Parwani, 2019). Apesar de seu caráter off-

label e dos desfechos clínicos encorajadores, a literatura atual carece de evidências 
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robustas que comprovem um efeito direto do ATX sobre a síntese da melanina. Se o 

efeito branqueador encontrado em humanos também ocorrer nos fungos e, dessa 

forma, reduzir a virulência do fungo, torna-se também, opção de tratamento da CBM. 

A análise do mapa de calor, que ilustra as energias de ligação das 

interações moleculares, revelou que o ATX apresentou magnitudes de ligação 

comparáveis às da HQN e KOJ nos mesmos alvos. Soma-se a isso que os fármacos 

apresentaram ligações de hidrogênio, quimicamente estáveis, com frequência 

semelhantes entre si, além de haver ligação direta do ATX à tirosina, aminoácido 

fundamental para a síntese de melanina, tal qual HQN e KOJ. Esses achados 

reforçam a hipótese de que o ATX pode exercer um efeito direto na biossíntese de 

melanina, além dos mecanismos indiretos propostos e bem documentados na 

literatura.  

Adicionalmente, os controles experimentais de redocking confirmaram a 

reprodutibilidade e robustez metodológica empregada, validando definitivamente os 

achados computacionais. Os padrões de afinidade molecular observados sustentam 

a hipótese de que o ATX apresenta um perfil de interação análogo ao KOJ e HQN, 

inibidores clássicos da tirosinase. Estes achados elucidam novos mecanismos de 

ação do ATX na melanogênese, porém, como derivam exclusivamente de modelagem 

computacional, exigem validação experimental. As limitações inerentes ao docking - 

como a simplificação da dinâmica molecular - ressaltam a necessidade de estudos 

complementares combinando dinâmica molecular avançada, ensaios bioquímicos e 

modelos animais para confirmação fisiológica. Entretanto, representa um avanço 

significativo no campo, já que investigações anteriores sobre o ATX não haviam 

elucidado seu possível mecanismo de ação direta na melanogênese, e, associado aos 

resultados encontrados na prática clínica e já relatados na literatura, sustenta a 

manutenção do uso para tratamento do Melasma. Para a CBM, são necessários mais 

estudos que demonstrem a ação desse fármaco na melanina fúngica, uma vez que 

no nosso estudo in vitro não foi possível concluir o efeito clareador. 

Diante dos achados, torna-se relevante considerar o resultado encontrado 

in vitro tanto para a ação isolada da Hidroquinona, com efeito fungicida, quanto na 

combinação com o ITR. Possivelmente a HQN possa ser um adjuvante no tratamento 
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da CBM, associado ao ITR. Supõem-se que, através da ação combinada, tendo a 

HQN como adjuvante, seja possível reduzir o tempo de tratamento, com um fármaco 

de uso tópico, de custo baixo e com poucos efeitos colaterais. Nesse sentido, torna-

se necessária a realização de estudos clínicos para confirmação dos achados e, 

então, referenciar este protocolo de tratamento para utilização mundial. Além disso, 

sugere-se, também, que outros estudos sejam realizados no intuito de melhorar o 

entendimento quanto ao mecanismo de ação da HQN nos fungos. A avaliação de 

virulência, fagocitose e efeito direto da célula fúngica, não realizados nesse estudo 

por limitação de estrutura e recursos, será fundamental para sugerir o 

reposicionamento desta droga no mercado. Em relação ao ATX, até o momento, é 

possível concluir que a simulação in vitro, foi capaz de comparar o mecanismo de 

ação ao KOJ e à HQN. Somando-se aos resultados clínicos e às publicações atuais, 

os achados deste estudo sugerem que o ATX possa ser mantido como opção 

terapêutica no tratamento do Melasma, porém, para CBM, ainda são necessário novos 

testes. 
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7. CONCLUSÃO 

Diante dos resultados obtidos, o presente estudo in vitro demonstrou que a 

hidroquinona (HQN) apresenta efeito citotóxico relevante sobre ambos os isolados 

clínicos de Fonsecaea pedrosoi, conforme evidenciado pelos valores de concentração 

inibitória mínima (CIM), mesmo não sendo um fármaco originalmente indicado para 

uso antifúngico. Esses achados indicam o potencial da HQN como uma nova 

alternativa terapêutica para a Cromoblastomicose (CBM), com possíveis aplicações 

futuras também em outras micoses. Embora não tenha sido possível confirmar, neste 

estudo, a ação despigmentante da HQN nos isolados de F. pedrosoi, o efeito fungicida 

observado sugere uma nova função farmacológica para essa molécula, reforçando a 

hipótese de seu reposicionamento. 

Além disso, a avaliação da associação entre HQN e itraconazol (ITR) 

revelou um efeito aditivo nas diferentes concentrações testadas, o que evidencia a 

possibilidade de utilização da HQN como agente adjuvante ao tratamento antifúngico 

convencional. Essa combinação poderá representar uma estratégia terapêutica 

promissora, especialmente em casos refratários, em pacientes com contraindicações 

ao uso prolongado de antifúngicos sistêmicos, ou ainda como forma de reduzir o 

tempo de exposição ao ITR. Assim, este estudo amplia a compreensão sobre o 

potencial terapêutico da HQN e abre caminho para investigações clínicas futuras que 

possam validar seu uso isolado ou associado no manejo da Cromoblastomicose. 

Adicionalmente, no ensaio de clarificação da melanina, observou-se que o 

tubo contendo HQN na concentração de ¼ da CIM associada ao ITR em 1/32 da CIM 

apresentou redução do crescimento de Fonsecaea pedrosoi quando comparado ao 

tubo controle, sugerindo uma ação combinada mesmo em concentrações 

subinibitórias. Embora sejam necessários ensaios clínicos para validar a eficácia 

terapêutica desses achados in vivo, é relevante destacar a originalidade dos 

resultados, que propõem uma nova perspectiva terapêutica para a 

Cromoblastomicose. A HQN, portanto, apresenta-se como um fármaco com vantagens 

significativas: ampla disponibilidade no mercado, baixo custo, aplicação tópica, perfil 

de segurança bem estabelecido e raros efeitos adversos quando utilizada sob 

supervisão adequada. Tais características ampliam sua viabilidade no contexto clínico, 
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particularmente como agente adjuvante ao Itraconazol, ou mesmo como alternativa 

isolada em pacientes com contraindicações ao uso de antifúngicos sistêmicos, como 

aqueles com disfunções hepáticas. Além disso, é plausível supor que o uso 

combinado da HQN com o ITR possa contribuir para a redução do tempo total de 

tratamento, o que traria benefícios não apenas clínicos, mas também econômicos e 

sociais, especialmente em áreas endêmicas. Considerando que a HQN é um fármaco 

já aprovado para uso humano e com toxicidade previamente estudada, os dados 

obtidos nesta pesquisa oferecem uma base sólida para a realização de estudos 

clínicos imediatos que possam confirmar sua aplicabilidade no manejo da 

Cromoblastomicose. 

Já para o ATX, não foi possível encontrar valor de CIM, pois em todas as 

concentrações testadas não houve 100% de inibição de crescimento fúngico. Além 

disso, o efeito branqueador encontrado em humanos, não foi encontrado para o fungo 

nas concentrações testadas, contrariando a hipótese do estudo para este fármaco. 

Entretanto, a partir do teste in sílico, foi possível evidenciar que o ATX possa agir 

diretamente na via de síntese de melanina, com efeitos semelhantes ao encontrados 

na Hidroquinona e no Ácido Kójico, dois fármacos com função de bloqueio de 

tirosinase já estabelecidos. O ATX realizou ligações, in silico, diretamente no 

aminoácido tirosina, assim como a HQN e o KOJ com semelhantes distância, força e 

qualidade de ligações. Estes achados, embora necessitem de outros testes, como a 

dinâmica molecular, por exemplo, para confirmação dos efeitos encontrados na 

dockagem e redockagem, dão suporte para a manutenção do uso do ATX como 

tratamento do Melasma, reforçando os efeitos clínicos de clareamento/ 

branqueamento das lesões já amplamente reportados na literatura. 
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Após os resultados encontrados nesse estudo tem-se como perspectivas 

futuras a conclusão da revisão de escopo: “The variation in the minimum inhibitory 

concentration (MIC) of antifungals used in the treatment of 

Chromoblastomycosis (CBM)” já registrada no OSFhome sob o identificador: 

10.17605/OSF.IO/KG3SD; além do Brief Case: Chromoblastomycosis - tratamento 

com Itraconazol e Imiquimode em paciente com Lupus Cutâneo subagudo, que 

aguarda finalização do teste in vitro para avaliação da CIM e posterior tradução para 

ser submetido a ASM Journals – Journal of clinical Microbiology. Os artigos 

Hidroquinona como antifúngico e Hidroquinona, uma opção de tratamento 

adjuvante em Cromoblastomicose? estão em redação inicial.  
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