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RESUMO

A Cromoblastomicose (CBM), micose subcutanea crénica causada por
fungos melanizados, como Fonsecaea pedrosoi, foi incluida, em 2017, no rol das
Doengas Tropicais Negligenciadas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
destacando a necessidade de avangos no diagndstico e tratamento. Atualmente o
tratamento de escolha é o itraconazol (ITR), embora a resposta ainda seja limitada,
mesmo quando associado a outros farmacos ou terapias. A melanina, componente
importante da parede celular do F. pedrosoi, esta associada a maior viruléncia e
resisténcia aos tratamentos. A via de sintese da melanina humana e fungica é
bastante semelhante. Nesse sentido, esse estudo, avaliou, in vitro, o efeito da
hidroquinona (HQN) e do &cido tranexamico (ATX), agentes despigmentantes
utilizados no tratamento do melasma, em dois isolados clinicos de Fonsecaea
pedrosoi FpJW e FpBR, isoladamente e em associacdo ao ITR. Além disso,
investigou-se, in silico, a interagdo molecular do ATX em comparagao com HQN e
Acido Kajico (KOJ) com alvos da via da melanina, por meio de dockagem molecular.
Determinou-se a concentragao inibitéria minima (CIM) e a concentracédo fungicida
minima (CFM) dos farmacos por microdiluicdo em caldo, com leitura visual. A
interacao entre ITR e HQN foi avaliada pelo método Tabuleiro de Xadrez. A CIM do
ITR foi de 2ug/mL, para FpJW e 0,5ug/mL para FpBR. Além disso, a HQN demonstrou
efeito citotdxico e fungicida com CIM e CFM iguais a 780ug/mL para ambos os
isolados, mesmo ndo sendo um antifungico classico. A associagdo HQN + ITR
resultou em efeito aditivo, com reducao 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 fungica e tornando possivel seu uso como adjuvante em
tratamento do CBM. Além disso, por se tratar de um farmaco topico e por ter
apresentado efeito fungicida, em casos especificos como os de pacientes
hepatopatas, com restricdo de uso de terapias sistémicas, torna-se uma possibilidade
de tratamento isolado. Sugere-se, ainda, que ao associar HQN ao ITR seja possivel
reduzir o tempo de tratamento da doenga, incluindo possivel reposicionamento do
farmaco. A analise in silico demonstrou que o ATX interage com alvos da
melanogénese com padrao de ligacao semelhante aos da HQN e do KOJ, sugerindo
possivel acdo inibitéria da melanina, dando suporte a manutencdo do uso desse
farmaco como opgao terapéutica no melasma, pois sugere fortemente que ha acgao
direta na sintese 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 tépico, baixo
custo e seguranca ja estabelecida, surge como uma alternativa promissora. Os
resultados inovadores ampliam o horizonte terapéutico da CBM e reforgcam a
importancia do reposicionamento de farmacos em doengas negligenciadas. Além
disso, € o primeiro estudo a comparar in silico a agao do ATX ao KOJ e HQN e
demonstrar agao direta na via de sintese da melanina, elucidando os efeitos clinicos
ja amplamente relatados na literatura.

Palavras-chave: Cromoblastomicose; Fonsecaea pedrosoi; Melanina;
Melanogénese; Tratamento antifungico; Hidroquinona; Acido Tranexamico; 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 yg/mL for FpJW and 0.5 ug/mL for FpBR. HQN, although not a
conventional antifungal, exhibited cytotoxic and fungicidal activity with MIC and MFC
values of 780 pg/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. INTRODUGAO

Durante a graduacdo em Medicina na Universidade Federal do Maranh&o
(UFMA), tive a oportunidade de participar, por meio de projeto de extensado, do
ambulatério de Cromoblastomicose coordenado pela Prof? Dra. Concei¢gao Pedrozo,
referéncia internacional na pesquisa sobre a doenga. Posteriormente, ao iniciar minha
atuacao profissional como médica na Atencédo Primaria a Saude em municipios do
interior do Maranhdo — Paulino Neves, Humberto de Campos e Urbano Santos —
deparei-me com a elevada frequéncia de dermatoses de dificil diagndstico e manejo,
0 que motivou minha especializagdo em Dermatologia. Durante esse processo
formativo, em Fortaleza, chamou-me a atencédo o uso terapéutico de farmacos por
efeitos nao primarios, em especial o acido tranexamico, tradicionalmente utilizado em
contextos de controle hemorragico, como vivenciei na emergéncia oncologica do
Hospital Aldenora Bello, mas que também vinha sendo empregado no tratamento do
melasma, devido a sua ag¢ao indireta na melanogénese. Essa observagao suscitou,
ainda em 2017, a hipotese de que o acido tranexamico poderia exercer efeito inibitério
sobre a melanina do Fonsecaea pedrosoi, agente etioldgico da Cromoblastomicose,
favorecendo a acdo antifungica do Itraconazol. Esse questionamento inicial foi
compartilhado com a Prof® Conceicdo, que prontamente demonstrou abertura a
investigacédo. Anos depois, ao ingressar no Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias
da Saude da UFMA, essa hipétese foi retomada e, com o amadurecimento tedrico e
metodologico 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 acdo adjuvante desses agentes sobre a
melanogénese fungica e sua possivel contribuicdo para o tratamento da
Cromoblastomicose.

A Cromoblastomicose (CBM) € uma doenga fungica crénica, profunda, que
acomete a pele e o subcutdneo. Em 2017, foi incluida entre as doengas tropicais
negligenciadas pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), doengas essas que, em
janeiro de 2023, entraram para um esforgo mundial para erradicagao até 2030 (WHO,
2021). As manifestacdes clinicas da doenga séo bastante variadas, incluem lesdes
nodulares, placas, verrucosas, tumorais e cicatriciais, conforme classificacdo proposta

por Carrion em 1950 (Brito e Bittencourt, 2018). Além disso, as lesdes podem ser



classificadas como leve, moderada e grave conforme a proposta de Queiroz-Telles
em sua tese de doutorado em 1996, e sao avaliadas por tipo, tamanho e quantidade
de lesbes (Queiroz-Telles e Santos, 2012).

O principal agente causador da CBM em regides tropicais e, em especial,
no estado do Maranh&o é o Fonsecaea pedrosoi (Santos et al., 2020), pertencente a
familia dos Demaceos ou Dematiaceos e séo considerados dimorficos no habitat e na
forma de vida. Fungos que pertencem a essa classe sdo chamados fungos negros por
apresentarem melanina na sua constituicio e sao visualizadas duas formas
reprodutivas: conideos e micélios e corpusculos muriformes. A forma infectante da
CBM ¢é o corpusculo muriforme e sua presenga na amostra biopsiada da pele para
confirmagéao do diagndstico é patognomdnico da doenga (Queiroz-Telles, Fahal, et al.,
2017).

A CBM ¢é uma doenca de dificil terapéutica, tanto pela demora diagnéstica,
quanto pela cronicidade das lesdes (Queiroz-Telles e Santos, 2013). Além disso, a
melanina presente na constituicdo do fungo € um dos fatores que se considera conferir
resisténcia a diversos meios hostis, incluindo o sistema imune do hospedeiro, com
associagao documentada do aumento da viruléncia (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, sédo realizados,
principalmente, com o uso de antifungicos sistémicos, como lItraconazol (ITR) e
Terbinafina (TRB) (Brito e Bittencourt, 2018) que atuam na membrana celular do
fungo, interferindo, geralmente, na sintese de lipideos. O F. pedrosoi, porém, tem
suscetibilidade diferente aos antifungicos atuais, ainda que ajam de maneira
semelhante, e a resposta terapéutica € ruim.

Nos seres humanos, a melanina € encontrada em locais diversos, em
especial, ao conferir pigmentagcao ao tegumento, pele e cabelo (Joly-Tonetti et al.,
2016). As alteragbes de pele causadas por disturbios da pigmentagcao sdo chamadas
discromias e podem ser hipopigmentares quando a melanina esta reduzida ou
hiperpigmentares quando estd acumulada (Lipsker e Lenormand, 2019). Dentre as
alteracbes da pigmentagcdo que ocorrem com acumulo de melanina na pele humana
encontramos o Melasma. E um distarbio adquirido, que acomete principalmente a

face, com maculas hipercrémicas, alterando a densidade dos vasos sanguineos na



derme e aumentando o numero de melanossomos nos melandcitos (Sehgal et al.,
2011) e considerado um desafio terapéutico para os profissionais.

A hidroquinona (HQN) é o tratamento tépico de primeira linha para essa
afeccdo, agindo na sintese da melanina através do bloqueio da acdo da enzima
tirosinase (Grimes et al., 2019), importante para a conversao da tirosina até a melanina
ativa, porém, com o inconveniente de causar irritacao local. A utilizagdo da HQN como
agente branqueador é citada desde 1956, apds Oettel, em 1936, (apud Nordlund,
Grimes e Ortonne, 2006) observar que gatos pretos ficaram com pelos acinzentados
apos ingestdao de HQN. Nos seres humanos, este farmaco é utilizado em formulag¢des
tépicas, isoladamente ou em associagdo com outros componentes (Hammerschimidt
et al., 2012) e sugere-se que, assim como em humanos, o uso no tratamento da CBM
possa bloquear a produg¢ao de melanina no F. pedrosoi melhorando a agao do ITR.

Recentemente, o acido tranexamico (ATX) passou a ser usado como opgao
terapéutica para o Melasma (Banihashemi et al., 2015; Saki, Darayesh e Heiran, 2018;
Tehranchinia, Saghi e Rahimi, 2018), apés uma descoberta acidental em 1979 quando
Sadako, (apud Pazyar et al., 2019) observou o efeito clareador no melasma de um
paciente em tratamento de urticaria crénica. A indicagao principal para uso desse
farmaco se da para prevencao e controle de hemorragias em pods-operatério de
cirurgias digestivas, urologicas, ginecolégicas ou para hemofilia. Cho et. al. (2017)
demostraram em estudo experimental que o ATX pode ser usado como agente
branqueador no melasma, pois o farmaco tem capacidade de reduzir a melanogénese
através da ativagao de autofagia por mais de uma via, em cultura de células de
melanoma. Ao avaliar as vias de sintese da melanina em fungos € em humanos,
ambos os pigmentos sdo formados através da oxidagdo e polimerizagédo de
compostos fendlicos (Eisenman e Casadevall, 2012; Pal, Gajjar e Vasavada, 2014;
Suwannarach et al., 2019), justificando a possibilidade de acao deste farmaco no
bloqueio de melanina do F. pedrosoi tal qual ocorre nos seres humanos

Nos ultimos anos muitos farmacos 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 ciéncias da saude. O uso
racional de animais nos laboratorios e o advento da biotecnologia e bioinformatica tem

dado suporte de grande valor para os pesquisadores, por vezes reduzindo custos e



encurtando o trajeto de selecéo de alvos/ interagbes para definicdo de intervengdes.
Os testes in silico ja sdo uma realidade para a pesquisa de agdo de farmacos ou
compostos bioativos, além de trazerem informacdo sobre possiveis vias de
sinalizagao ou interagdo entre proteinas (Komura, Watanabe e Mizuguchi, 2023).

A bioinformatica mostra-se uma solucao efetiva e financeiramente viavel
para a ampliacdo da gama de testes possiveis de serem realizados a partir das
estruturas minimas dos compostos (Caldwell, 2015). Os softwares e ferramentas
disponiveis incluem desde a caracterizagdo de diferentes niveis de estruturas, com
definigdo da sequéncia de aminoacidos simples até a determinacao tridimensional
destas moléculas, traduzindo de forma multidisciplinar a informacéao biolégica obtida
dos testes in silico. Neste trabalho, utilizaremos a dockagem molecular do ATX com
os alvos da via de sintese da melanina para avaliar o tipo de interagao 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 clinicos de Fonsecaea pedrosoi ao itraconazol (ITR),
administrado isoladamente e em associacdo com a hidroquinona (HQN) e o acido
tranexamico (ATX). Paralelamente, sera realizada uma analise in silico para investigar
potenciais interacbes do ATX com alvos moleculares envolvidos na via de sintese da
melanina fungica, a fim de verificar sua aplicabilidade como agente adjuvante no
tratamento da Cromoblastomicose. A hipotese que fundamenta este trabalho € a de
que o uso de HQN e ATX — farmacos ja utilizados clinicamente em seres humanos
para a modulagao da melanogénese — possa ser eficaz na redugao da melanina
presente na parede celular de Fonsecaea pedrosoi, favorecendo a permeabilidade ao
itraconazol e, consequentemente, otimizando sua eficacia terapéutica. Ressalta-se
que a melanina, além de representar um importante componente estrutural da parede
celular fungica, esta associada ao aumento da viruléncia do patdégeno e a resisténcia
frente aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Até o presente momento, ndo foram
identificados na literatura cientifica estudos que avaliem a associacdo do ATX e/ou da
HQN ao ITR no tratamento da Cromoblastomicose, o que confere carater inédito e

potencial translacional a presente investigagao.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Breve Histérico da Cromoblastomicose

A CBM foi descoberta ha mais de 110 anos e o principal agente causador,
0 Fonsecaea pedrosoi foi relatado no Brasil pela primeira vez em 1911 (Torres-
Guerrero et al., 2012) apesar da controvérsia historica de a quem deve ser atribuido
o primeiro caso. Em 1914, no estado de Minas Gerais, o alemao Wilian Rudolph relata
um caso de CBM com a descricdo micologica associada ao fungo Fonsecaea
pedrosoi. Outros relatos de casos sequentes, nas Américas, associados a doenca,
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
heterogéneo das feohifomicoses, em 1974 (Ajello et al., 1974).

O fungo em seu habitat natural esta na forma saprofita, os conideos ou
micélios. Nos seres humanos infectados encontra-se na forma conhecida como
corpusculo muriforme ou, ainda, corpos escleréticos. Esta caracteristica de ter duas
formas de vida (saproéfita e parasita) somada a capacidade de se reproduzir por
conidios e corpusculos, atribui ao F. pedrosoi a qualidade de fungo dimorfico. Apesar
de também ser chamada de cromomicose e estar assim registrada na classificagéo
internacional de doengas (CID-10), o termo cromoblastomicose foi definido pelos
micologistas/especialistas como mais adequado para designar a doenca e diferencia-
la de outras micoses profundas (Brito e Bittencourt, 2018). Atualmente, a
Cromoblastomicose esta classificada sob os codigos internacionais de doengas CID-
10: B43 e CID-11: 1F24.

Em 2013, a Universidade Federal do Maranhao (UFMA) teve a honra de
sediar o Simpdsio Internacional em comemoragao aos 100 anos da descoberta da
CBM, evento de elevada relevancia cientifica que reuniu os principais especialistas
mundiais na area, incluindo o entéo presidente da International Society for Human and
Medical Mycology (ISHAM). A coordenagéo do evento foi realizada pela Prof.? Dra.
Conceigao de Maria Pedrozo e Silva de Azevedo, referéncia internacional nos estudos
sobre Cromoblastomicose, cuja atuagao tem sido decisiva para o fortalecimento da

pesquisa micologica em regides tropicais, especialmente no Brasil.



A Prof.2 Conceigao integra a Rede Internacional de Pesquisadores em
Cromoblastomicose, grupo colaborativo multidisciplinar que atua na vigilancia,
pesquisa translacional, diagnostico e desenvolvimento terapéutico da doencga. Esta
rede reune diversos paises, com o México, Franca, Argentina, india, China e Brasil,
entre outros. A participagao ativa da professora nessa rede reforca sua lideranca
cientifica e o papel estratégico da UFMA e do estado do Maranhdo como epicentro
tanto da ocorréncia da Cromoblastomicose quanto da producio técnico-cientifica
dedicada ao enfrentamento da doenca. A elevada endemicidade no estado e os
esforgcos locais de pesquisa conferem ao Maranhdo uma posicdo de destaque
internacional na busca por solug¢des diagndsticas e terapéuticas frente a essa micose

profunda e negligenciada.

2.2 Agentes Etiologicos e Epidemiologia

Os fungos demaceos, especialmente os pertencentes aos géneros
Cladophialophora (Figura 1A) e Fonsecaea (Figuras 1B e 1C), representam os
agentes etiolégicos mais frequentemente implicados na etiopatogenia da
Cromoblastomicose. Em alguns casos menos frequentes também encontramos o
género Rhinocladiella, Phialophora e Exophiala (Ariani, Rizal e Ledika Veroci, 2023).
Analises filogenéticas indicam que esses microrganismos compartilham um ancestral
comum, evidenciando uma origem evolutiva comum dentro do grupo dos fungos
melanizados, o que reforca sua proximidade taxondmica e funcional no contexto das
micoses subcutaneas (Figura 1D). Os climas tropicais e subtropicais sao as areas
geograficas com maior numero de casos relatados, (KrzySciak, Pindycka-
Piaszczynska e Piaszczynski, 2014) sendo algumas regides mais prevalentes, mas
nao 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). J& na América Latina, temos os géneros
Fonsecaea e Cladophialophora, enquanto na Asia, com Jap&o, China e india
importantes focos da doenga, com caso de Fonsecaea e Exophiala (Queiroz-Telles,
Hoog, et al., 2017) (Figura 1E). No estado Maranhao, o fungo Fonsecaea pedrosoi é
0 agente etiolégico mais encontrado (Santos et al., 2020).



O
Cladophialophora immunda
CBS 119710 Fonsecaea brasiliensis
ATCC 200935 Cladosporium uniseptosporum
CBS 100435 Cladophialophora minourae
Fonsecaea multimorphosa
Cladophialophora saturnica
CBS 139214 Fonsecaea pus
Fonsecaea monophora
CBS 125200 Fonsecaea ni
CBS 125749 Fonsecaea

L

%l o8 CBS 110553 Cladophialophora psammophila
CBS 117890 Cladophialophora bantiana
“1CBS 17352 Cladophialophora banti
 Phialophora americana
Phialophora verrucosa
CBS 259.83 Cladophialophora

CBS 114405 Cladophialophora yegresii
100 —m‘ Cladophialophora mycetomatis
) Exophiala dermatitidis
i —0‘ Rhinocladiella aquaspersa

100 [ €BS 126012 Exophiala spinifera

| CBS 899.68 Exophiala spinifera

0.06

e

Bantiana
clade

Fonsecaea spp.

Philophora
verrucosa

Cladophialophora
carrionii

Exophiala
dermatitidis

Rhinocladiella
aquaspersa

B 100-499
7] 50-99

| 10-49
M -9
B No reported cases

Figura 1. Géneros Fonsecaea e Cladophialophora, arvore filogenética

dos agentes etioldgicos e distribuicdo geografica mundial da Cromoblastomicose.

A) Cladophialophora bantiana B) Fonsecaea pugnacius C) Col6nia de Fonsecaea pedrosoi
D) Arvore Filogenética dos fungos causadores da Cromoblastomicose. E) Distribuicdo dos

casos de Cromoblastomicose com agente etioldgico.

Fonte: A) Revankar e Sutton, 2010, B) e C) Azevedo, et al., 2015; D) e E) Queiroz-Telles, et.

al., 2017.



A Cromoblastomicose (CBM) é uma doenga causada por fungos
demaceos, especialmente o Fonsecaea pedrosoi (Santos et al., 2007; Torres-Guerrero
et al., 2012) e € a segunda micose de inoculagdo em maior prevaléncia no mundo
(Queiroz-Telles, Fahal, et al., 2017). O fungo tem como habitat natural as areas em
decomposigao do solo e os lavradores ou individuos que trabalham com a terra e/ou
0s animais, consequentemente, sdo os mais acometidos pela CBM (Avelar-Pires et
al., 2013), que pode ser considerada uma doenga ocupacional. No Maranhéo,
historicamente a situagcdo das quebradeiras de coco babacgu, uma atividade rural
realizada com as profissionais sentadas diretamente no solo, confere a esta profissao
um importante foco da doenca (Pedroso e Silva et al., 1995; Silva de Azevedo, 2010),
embora a prevaléncia 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 incidéncia e prevaléncia sao
desconhecidos, especialmente por se tratar de doenga negligenciada (Santos,
Azevedo e Queiroz-Telles, 2025). Dessa forma, o perfil epidemioldgico da doenga,
que incide predominantemente em populagcdes economicamente vulneraveis, com
limitado acesso a medidas de protecao individual e a servigos especializados de
saude favorece a natureza crénica das lesdes, aliada ao atraso diagndstico frequente,
contribuindo para a persisténcia da infeccéo e para o agravamento do quadro clinico

ao longo do tempo.

2.3 Apresentacéao clinica

A CBM tem um amplo espectro de apresentagao clinica, que inclui desde
lesdes nodulares, passando por lesbes em placas até extensas lesdes verrucosas e
de aspecto tumoral (Figura 2A). A classificagao pelo tipo de lesao 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 presenca da mutacao no gene CARD-9 pode ser um fator predisponente para
infecgdes mais graves de CBM (Herman et al., 2024). A presenga de pontos negros
nas lesdes da pele, classicamente chamados de black dots, ricos em células fungicas

e visiveis a olho nu, sdo um marcador importante para suspeita clinica do diagndstico



(Figura 2B), associada a epidemiologia. As lesdes causadas pela Cromoblastomicose
acometem desde as camadas mais superficiais da pele até o tecido subcutaneo dos
individuos infectados, podendo evoluir com comprometimento progressivo e crénico
da derme e hipoderme (Figura 2C). A infeccdo ocorre, em geral, por meio da
implantagcdo traumatica do fungo na pele, frequentemente associada a pequenos
ferimentos causados por espinhos, fragmentos vegetais ou material orgéanico
contaminado, especialmente em ambientes rurais. Os membros representam os sitios
anatdmicos mais comumente afetados, dada sua maior exposicédo a traumas durante

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

Figura 2. Apresentacéo clinica da Cromoblastomicose.
Fonte: A) Santos, et. al., 2020; B) Purim, et. al., 2017 e Dall-E (lA).

2.4 Diagndéstico

O diagnéstico da CBM é clinico-epidemioldgico, entretanto, a doencga
costuma levar de 3 meses a 3 décadas até o diagndstico, variando conforme a
gravidade e favorecendo a cronicidade das lesdes (Santos, et. al., 2020). Tem
comportamento insidioso em grande parte dos pacientes e ja foram relatados casos
que progrediram para malignizagao tecidual (Azevedo et al., 2015; Torres et al., 2010)
e de acometimento em regides atipicas, como a face, orelha e a disseminagao
cerebral (Azevedo, De et al., 2015; lwatsu, Takano e Okamoto Shoji, 1983; Tawade et

al., 2018). A confirmagao do diagndstico é realizada através da bidpsia da lesdo que
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identifica corpos escleréticos/ muriformes, uma caracteristica histopatologica

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

Ao longo dos anos as técnicas diagndsticas evoluiram significativamente
passando de métodos exclusivamente clinicos e histopatolégicos para abordagens
laboratoriais mais elaboradas. O cultivo em meios como Sabouraud revelou-se um
avango crucial para a identificacdo dos fungos causadores da CBM, permitindo a
distingdo entre Fonsecaea pedrosoi, Cladophialophora carrionii € outras espécies
dematiaceas (Brito e Bittencourt, 2018). Além disso, exames como a reagao em
cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento de DNA passaram a ser utilizados
para uma identificagcdo mais precisa dos agentes etiolégicos (Najafzadeh et al., 2018)
aumentando a acuracia do diagndstico. Mais recentemente, técnicas imunoldgicas e
protedmicas, como espectrometria de massas MALDI-TOF, comecaram a ser
estudadas para aprimorar a identificagao rapida e especifica dos fungos (Maubon et
al., 2022). Apesar desses avangos, o diagnostico precoce ainda representa um
desafio, especialmente em regides com acesso limitado a métodos moleculares,
tornando essencial a capacitacdo de profissionais para o reconhecimento clinico e o
uso combinado de técnicas tradicionais e modernas, justificando a necessidade de
incluir no rol das doencas tropicais negligenciadas e aumentar aporte de recursos

publicos.

2.5 Achados do exame direto e histopatolégico

O exame micolégico direto € um dos principais métodos diagndsticos
iniciais da CBM, permitindo a visualizacao das formas fungicas diretamente a partir de
amostras clinicas da pele infectada. A caracteristica mais marcante desse exame ¢ a
presencga dos corpos escleréticos (ou células muriformes), estruturas arredondadas,
espessas, de coloracdo marrom-escura devido a deposicdo de melanina,
frequentemente observadas em grupos ou isoladas (Figura 3) (Borges et al., 2022;
Correia et al., 2010). Essas células sao patognoménicas da doenga e podem ser
evidenciadas por coloragdo com KOH a 10-20% (Brito e Bittencourt, 2018), além de
preparacdes coradas com azul de lactofenol ou Gram modificado. Diferente de outros

fungos filamentosos, os agentes da CBM raramente apresentam hifas no exame direto

11



de bidpsias mais profundas, exceto em escamas superficiais (Queiroz-Telles et al.,
2009), o que auxilia na diferenciagdo de outras micoses subcutidneas, como
esporotricose e feo-hifomicose. O exame micoldgico direto € um exame rapido e de
facil execugdo, podendo ser utilizado em diversos cenarios, desde que haja um

profissional instruido e orientado para visualizagdo do exame.

( A

Figura 3 Presencga do corpusculo muriforme no exame micoldgico direto
em biopsia de pele de paciente com CBM.
Fonte: Banco de imagens Prof? Dr? Concei¢cao de Maria Pedrozo e Silva de Azevedo

A CBM apresenta achados histopatolégicos caracteristicos, sendo que a
presenca de células muriformes (ou corpos escleréticos) sao vistas no tecido em meio
a uma resposta inflamatdria granulomatosa crénica. O exame histolégico geralmente
revela um granuloma epitelioide, composto por células gigantes multinucleadas de
Langherans e um infiltrado linfoplasmocitario, além de neutrofilos em &areas de
microabscessos (Zeeshan et al., 2024). Ha também a formacgao de fibrose progressiva
no tecido afetado, justificando a cronicidade da doenca e a dificuldade terapéutica
(Bonifaz, Carrasco-Gerard e Saul, 2001). As coloragdes histolégicas mais utilizadas
incluem Hematoxilina e Eosina (HE), que evidencia a reacao inflamatéria e as células
muriformes, e Fontana-Masson, que confirma a presenga de melanina nas paredes
celulares fungicas, auxiliando na diferenciagéo de outras micoses subcutaneas (Purim
et al., 2017). Em casos avangados, observa-se hiperplasia pseudoepiteliomatosa, um
achado reacional que pode ser confundido com carcinoma espinocelular, tornando o

diagnostico 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
identificacao e caracterizagao dos fungos causadores da cromoblastomicose ao longo
dos anos. Tradicionalmente, a identificacdo desses patdgenos baseia-se em
caracteristicas morfolégicas e métodos fenotipicos, com acuracia >50% e
especificidade de >90% quando realizado o exame micolégico direto (Borges et al.,
2022), embora possa apresentar limitagdes na distingdo precisa entre espécies devido
a variabilidade morfoldgica e a subjetividade da analise. Com o advento das técnicas
de biologia molecular, o sequenciamento de regides especificas do DNA, como o
espacgador interno transcrito (ITS) do DNA ribossémico, tornou-se uma ferramenta
essencial para a identificacdo acurada dos agentes etiolégicos da Cromoblastomicose
(Sun et al., 2012). Essa abordagem molecular permite superar as limitacbes da
identificacdo morfologica tradicional, especialmente diante da variabilidade fenotipica
dos fungos dematiaceos. Além da acuracia diagndstica, o sequenciamento genético
tem desempenhado um papel crucial na elucidagado da taxonomia e na reconstrugao
filogenética desses microrganismos, oferecendo subsidios para compreender as
relagdes evolutivas entre os diferentes géneros e espécies envolvidas na etiologia da
doenca (Smith et al., 2024). Dessa forma, a integracdo de dados genéticos né&o
apenas aprimora a caracterizagao dos isolados clinicos, mas também contribui para o
entendimento da diversidade genbmica e da origem comum dos agentes da
Cromoblastomicose, reforcando a importancia dessas ferramentas na micologia

meédica contemporanea.

2.7 Tratamento

Apesar da CBM ja ser uma doenca estudada e identificada ha mais de um
século, os tratamentos atuais apresentam baixa resposta e exigem longos anos de
medicagbes, com taxas de cura ainda pequenas, € mesmo a exérese cirurgica das
lesbes so tem indicagdo em doencga restrita e em momentos iniciais da doenca
(Veasey et al., 2017). Os antifungicos utilizados atualmente, tem mecanismo de acao
bastante semelhante, interferindo, em especial na membrana celular (Figura 4), como
por exemplo, o Itraconazol (ITR), que inibe diretamente a biossintese de ergosterol; a

Terbinafina (TRB), age indiretamente, através da inibigdo da enzima esqualeno-

13



epoxidase, causando redugao do ergosterol, por consequéncia; ou ligando-se aos
esteréis dos fungos e alterando a permeabilidade celular, a depender de sua

concentragédo, como a Anfotericina B (AMP-B).
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Figura 4. Representagdo grafica do mecanismo de ag¢ao das principais
classes de antifungicos.
Fonte: Perfect, 2017.

O F. pedrosoi, tem suscetibilidade diferente aos antifungicos atuais, ainda
que ajam de maneira semelhante. Araujo (2015) em avaliagao da suscetibilidade dos
principais antifungicos sistémicos usados para o tratamento da CBM, demonstrou in
vitro que o ITR esta entre os medicamentos com menor concentragéo inibitéria minima
(CIM), justificando seu uso como opgao terapéutica. Embora o estudo de Andrade
(2004), ja tenha demostrado que ao longo do tratamento a CIM deste farmaco tenha
aumentado, ainda é o tratamento de escolha com taxas de cura que variam de 40-

70%. Outras opgodes terapéuticas tém mostrado, in vitro, boa suscetibilidade, como
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voriconazol e posaconasol (Queiroz-Telles e Santos, 2013), entretanto esses
farmacos nao estdo disponiveis amplamente, inclusive no Brasil. Soma-se a isso, a
preocupagao global constante quanto a resisténcia as drogas de tratamento nas
diversas doengas infecciosas. Embora com os agentes etiologicos da CBM ainda n&o
ocorra com frequéncia (Smith et. al., 2024), a necessidade de terapia que seja mais
eficaz e exija menos tempo de tratamento € um dos principais desafios para a cura da
doenca.

O ITR €, ainda, a opcao terapéutica com maior acesso, com resultados
razoaveis e vem sendo usado para tratamento das micoses ha muitas décadas.
Porém, o tempo de tratamento & bastante extenso, com necessidade de seguimento
bastante variado, chegando a durar em média 6,3 anos nos pacientes do estado
Maranhao (Santos et al., 2020). A cura da CBM ocorre quando o paciente tem melhora
da lesao - resposta clinica — e com auséncia do fungo nas bidpsias de pele ao longo
do tratamento — cura micoldgica. As taxas podem variar de 15-80% a depender do
tratamento ou combinagdo de tratamentos utilizados (Bonifaz, Carrasco-Gerard e
Saul, 2001), justificando-se a necessidade de um padrédo-ouro de tratamento que

tenha resultados mais uniformes para a CBM.

Do ponto de vista farmacolégico, um tratamento adjuvante é caracterizado
como aquele cujo objetivo ndo é a cura ou o controle da doenga de forma isolada, mas
sim a potencializacdo, complementacdo ou facilitagdo da eficacia do tratamento
principal (Brai, et.al., 2023). Trata-se, portanto, de uma estratégia terapéutica que visa
atuar de maneira sinérgica, modulando alvos secundarios ou otimizando a agao do
agente farmacolégico primario. No contexto da Cromoblastomicose (CBM), a
utilizacao de farmacos com finalidade adjuvante ainda é incipiente na literatura
cientifica. Uma busca na base de dados PubMed, com os termos “Adjuvant therapy
Chromoblastomycosis”, sem aplicagdo de filtros, retornou poucos registros de
estudos, 0 que evidencia a escassez de investigagdes nesse campo e ressalta a
originalidade da proposta deste trabalho. Embora muitos estudos sobre
Cromoblastomicose (CBM) nao utilizem explicitamente o termo adjuvancia em seus
titulos ou descritores, observa-se na literatura a adogao de estratégias terapéuticas
que envolvem a associagao de farmacos ou intervengdes nao antifungicas com o

intuito de potencializar os efeitos do tratamento convencional. Um exemplo notavel é
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0 uso do imunomodulador topico imiquimode, que atua tanto sobre o sistema imune
inato quanto o adaptativo, sendo tradicionalmente empregado no manejo de verrugas
virais, ceratoses actinicas e carcinoma basocelular superficial. Estudos recentes
demonstram a eficacia desta terapia adjuvante no tratamento da CBM, inclusive no
estado do Maranh&o (Santos, Azevedo e Queiroz-Telles, 2025; Valentin et al., 2024,
Santos et al., 2020).

Além disso, farmacos com propriedades antitumorais tém 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 acao antimetabdlica (Coelho et al., 2024).
Outras abordagens terapéuticas n&o antifungicas também vém sendo descritas,
incluindo o uso de terapia térmica localizada (aplicagao de calor ou frio) e terapia
fotodinamica, isoladamente ou associada ao acido 5-aminolevulinico (ALA-PDT), com
resultados promissores em estudos experimentais e clinicos (Huang et al., 2019;
Queiroz-Telles e Santo, 2013) e mesmo compostos biolégicos como o Ajoene,
derivado do alho e com comprovada agao antimicrobiana, utilizado especialmente em
CBM causada por Cladophialophora carrionii (Pérez-Blanco, 2003). Essas evidéncias
indicam que diversas estratégias terapéuticas vém sendo testadas como coadjuvantes
no manejo da CBM. No entanto, até o momento, ndo ha um protocolo terapéutico
padronizado com eficacia universalmente reconhecida, o que reforgca a importancia de
estudos que explorem novas associacdes farmacolégicas com potencial sinérgico e

aplicabilidade clinica.

2.8 Melanina

A melanina € um pigmento encontrado em organismos procariontes e
eucariontes, de dificil definicdo da sua estrutura por ndo ser soluvel em agua ou outros
fluidos orgénicos (Mandal et al., 2007). Apesar disso, a extragao da melanina dos
fungos filamentosos ja foi realizada através de meios basicos e, também, a
identificacdo das vias dihidroxifenilalanina (DOPA) e dihidroxinaftaleno (DHN)
(Dadachova et al., 2007; Pal, Gajjar e Vasavada, 2014). Os fungos demaceos sao

chamados, também, de fungos negros por terem a capacidade de produzir melanina
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na constituicdo da sua parede celular (Figura 5), conferindo-lhes maior resisténcia a
meios diversos, inclusive ao sistema imune do hospedeiro (Caligiorne et al., 2019).
Em micro-organismos patogénicos, como o Vibrio cholearae, agente causador da
coblera, sabe-se que a melanina protege a bactéria do choque térmico e hiperosmolar
nas aguas, gerando bactérias resistentes as mudancgas climaticas (Uran e Cano,
2008). Apesar da dificuldade em extrair a melanina dos fungos, aponta-se que a
presenca deste pigmento na parede celular confere ao Cryptococcus neoformans, por
exemplo, maior viruléncia (Chatterjee et al., 2015). Além disso, fungos melanizados,
como o Cladosporium sphaerospermum, foram encontrados na Usina Radioativa de
Chernobyl e nos solos proximos, mesmo com altos niveis de radiagao, entendendo-

se como fator de protegao a esses fungos (Gessles, Egorova e Belozerskaya, 2014).
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Figura 5. Parede celular dos fungos demaceos contendo melanina.
Fonte: Nosanchuk, Stark e Casadevall, 2015.

As doengas causadas por fungos melanizados desencadeiam uma
resposta inflamatoria tecidual intensa, mediada por uma complexa dindmica entre o
agente etioldgico e o sistema imune do hospedeiro (Ogawa et al., 2016). A melanina
fungica, presente na parede celular desses microrganismos, desempenha papel
central nesse processo, conferindo-lhes maior capacidade de evasdo imunologica e

resisténcia a tratamentos antifungicos. Dentre as propriedades atribuidas a melanina
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destacam-se: a modulacéo da resposta das citocinas, com consequente redugao da
fagocitose e interferéncia na acdo de farmacos (Nosanchuk, Stark e Casadevall,
2015); atividade antioxidante; inibicdo da cascata do sistema complemento (Pinto et
al., 2011); capacidade de suportar a exposi¢édo a radiagao 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 viruléncia
e resisténcia frente ao sistema imune do hospedeiro (Cordero e Casadevall, 2017).

Nas ultimas décadas, a melanina passou a ser objeto de estudos intensivos
em diferentes espécies fungicas, especialmente naquelas com potencial patogénico
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 especifico da Fonsecaea pedrosoi, principal
agente etiolégico da Cromoblastomicose, estudos demonstram que a melanina nao
apenas atua como fator de prote¢ao contra agentes externos, mas também representa
um possivel alvo terapéutico (Pinto et. al., 2011; Bocca et al., 2006;). Assim, o
reconhecimento desse pigmento como um determinante de patogenicidade consolida
sua relevancia como foco estratégico para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas.

A melanina, tanto em seres humanos (Figura 6A) quanto em fungos, &
sintetizada por vias bioquimicas semelhantes, envolvendo a oxidagdo de fendis e
subsequente polimerizacado catalisada por enzimas especificas, até a formacao do
pigmento biologicamente ativo. As enzimas que atuam em uma unica etapa desse
processo sao conhecidas como polifenoloxidases ou lacases, as quais sao
dependentes de ions cobre para sua atividade catalitica (Janusz et al., 2020). Ja as
enzimas que participam de duas etapas consecutivas da sintese — promovendo tanto
a hidroxilagao quanto a oxidagao dos substratos fendlicos — sao classificadas como
tirosinases. As vias de sintese que segue, nos seres humanos, passam pela DOPA-
melanina, tendo como substrato o aminoacido dihidroxifenilalanina (DOPA); e, nos
fungos, também pela DHN-melanina que na presenca do acetato € 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 sintese da melanina e tipos de melanina em espécies

A) Representacgao grafica da biossintese de melanina humana e fungica; B) Descrigdo do tipo
de melanina por espécie fungica.
Fonte: A) Imagem criada pela autora com auxilio de Inteligéncia Artificial. B) Liu, et. al, 2021.
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Nos seres humanos, a melanina é amplamente reconhecida por seu papel
na pigmentacdao da pele, além de exercer fungdes relevantes na fotoprotecdo e
neuroprotecdo. A estrutura quimica do pigmento apresenta caracteristicas
semelhantes nos diferentes compartimentos anatdomicos onde é encontrada, sendo
sua biossintese 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 hipdtese de que
farmacos que interferem na melanogénese humana possam ter potencial terapéutico

no controle de microrganismos melanizados.

O triciclazol (TCZ), um fungicida agricola usado, especialmente, nas
culturas de arroz, € um inibidor direto da producéo de melanina pela via DHN e tem
sido utilizado em testes in vitro na tentativa de aumentar a sensibilidade dos fungos
aos farmacos de tratamento da CBM (Coelho, Figueiredo-Carvalho, et al., 2022). Ja
foi possivel avaliar que ha redugéao do pigmento melanico (Uran e Cano, 2008), e o
estudo de Bocca e colaboradores (2006) demonstrou que com a inibicdo da
biossintese de melanina houve favorecimento da fagocitose pelos macrofagos e,
portanto, diminuiu a resisténcia do fungo.

A enzima catalizadora tirosinase € alvo de alguns farmacos com objetivo
de obter efeito despigmentante como a arbutina, o acido kdjico (KOJ), o acido
azelaico, o acido linoleico e a ceramida, entre outros (Shin e Park, 2014). O efeito
clareador é buscado em alteragdes da pigmentacao da pele, causando machas com
acumulo de melanina, como o melasma (Figura 7). Esta € uma dermatose que ocorre
por alteragcao da atividade dos melandcitos focalmente e é induzida ou acelerada,
especialmente, pela radiagao ultravioleta (Mahmoud et al., 2010; Miot et al., 2009).
Entretanto, alteragdes hormonais seja pelo uso de horménios sintéticos quanto
fisiolégicos, como a gestagéo, podem favorecer o acumulo do pigmento (Rajaratnam,
et al., 2010).
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Figura 7. Melasma e representacéao celular do acumulo de melanina em
direcédo a epiderme.
Fonte: Cassiano et al., 2022; Storm, CA, apud Miot et al., 2009.

As dermatoses pigmentares tipo ndo melanoma sao frequentes na
populagdo. Talvez a mais antiga e conhecida entre elas € o melasma. A hidroquinona,
atualmente é a recomendacao de primeira linha no tratamento de lesdes leves
(Grimes e Callender, 2019; Zhou e Baibergenova, 2017) e é o farmaco usado para
comparativos dos mais diversos tratamentos para o melasma, oral, tépico ou por
microabrasao (Banihashemi et al., 2015; Farshi, 2011; Saki, Darayesh e Heiran, 2018;
Tehranchinia, Saghi e Rahimi, 2018). Derivados da HQN, compostos quimicos
hidroxifendlicos, participam da via de sintese da melanina. O principal mecanismo de
acao deste farmaco é a inibicao da tirosinase, considerando-se também que possa
inibir a sintese de &acido ribonucleico (RNA), degradando os melanossomas
(Limberguer, 2015). Para a HQN, os estudos utilizam as concentragdes de 2 a 5%
(Banihashemi et al., 2015; Nordlund, Grimes e Ortonne, 2006; Pazyar et al., 2019;
Saki, Darayesh e Heiran, 2018), especialmente em comparagao com outros farmacos,

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

Recentemente o ATX, um farmaco antifibrinolitico, vem sendo utilizado
como opgao terapéutica 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 injetavel, seja por meio venoso, seja por meio de
infiltracdo por microabrasao da pele acometida. O principal mecanismo de agao deste
farmaco se da pela formag¢ao de um complexo reversivel, de alta afinidade pela lisina,
impedindo que o plasminogénio se ligue a plasmina (Maeda, 2022). O plasminogénio
esta presente nas células basais da epiderme e pode participar na melanogénese pela
acgao dos raios ultravioleta (Nogueira e Ferreira, 2018). Além disso, no melasma, ha
aumento da densidade vascular e da expresséo de fatores de angiogénese (Kim et
al., 2017), demonstrando relagdo importante com o sistema sanguineo, visto que a
irrigacao da pele, fisiologicamente, se da na derme. Supdem-se que a inibicdo do
sistema plasminogénio/ plasmina pelo ATX seja capaz de interferir na relagdo entre
melandcitos e queratindcitos, além de reduzir a melanogénese, ja que a plasmina,
além de ser um fator de crescimento de fibroblastos, também €& um importante fator
de crescimento de melandcitos (Lee, Thng e Goh, 2016; Wah Tse, Derm e Hui, 2013).
Nas bases de dados pesquisadas, nao foi possivel encontrar um protocolo padrao
para analise da agao do ATX no tratamento do Melasma in vitro, somente para seu
uso recomendado em bula. Nos estudos encontra-se: a) avaliagdo do efeito do
farmaco in vitro no tratamento de hemofilia, adicionando o ATX ao sangue dos
pacientes na concentragao de 100ug/ml a fim de representar dose em nivel sérico; b)
um estudo em caes da raga Beagle pesquisando o efeito de altas doses (50mg/Kg)
do medicamento induzindo coagulagdo em animais saudaveis (Kutter et al., 2019); c)
avaliacdo da resposta do farmaco injetado em ratos de pds-operatério de
hepatectomia, também a 50mg/kg (Sobral et al., 2016). Uma revisdo recente que
buscou encontrar a dose minima em que o ATX é capaz de inibir fibrindlise refere que
mais estudos sdo necessarios para confirmar a menor dose, porém, concentracoes
de 10-15mg/l estao préximas do nivel maximo de inibigédo, e ja atingem um resultado
significante (Picetti et al., 2019). Os estudos de Spierings e colaboradores (2019),
avaliando modalidades de tratamento do melasma e o multicéntrico 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 acdo da
tirosinase para formagao da melanina final; ressaltando que este pigmento confere

maior resisténcia e maior protegdao ao fungo F. pedrosoi ao sistema imune do
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hospedeiro; supondo que ao reduzir o acumulo de melanina tal qual ocorre no
Melasma, induzindo branqueamento, a hipétese deste estudo € que ao usar o ATX e
a HQN no intuito de reduzir a melanina do fungo, o ITR podera ter sua agéo

beneficiada quando utilizados em associac¢ao, favorecendo o tratamento da CBM.

2.9 Teste in silico e farmacos

A bioinformatica tornou-se ponto importante para as pesquisas em saude,
em especial, na descoberta de medicamentos, integrando técnicas computacionais
avancgadas para acelerar e aprimorar o desenvolvimento de novos farmacos (Ferreira,
Oliva e Andricopulo, 2011). Sua aplicagao abrange desde a identificacdo de alvos
terapéuticos até a simulagao da interagdo de medicamentos e a absorgao no corpo
humano proporcionando uma compreensdao mais profunda dos mecanismos
moleculares envolvidos. Simulagdes computacionais podem encurtar o tempo de
testagem de farmacos, especialmente em casos de pandemia, como a COVID-19 em
que diversos testes avaliando inibidores eficazes contra as proteinas do SARS-CoV-
2 (Mercado-Juarez et al., 2024), tentaram identificar farmacos 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 analise de vastos conjuntos de dados gendmicos, transcriptémicos e
protedmicos, permitindo a identificacdo de biomarcadores e alvos moleculares
relevantes para diversas patologias (Caldwell, 2015). Ferramentas de modelagem
molecular e simulagdo computacional sdo utilizadas para prever interagdes entre
moléculas e seus alvos biologicos, otimizando a selecdo 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 simulagdo computacional desempenha um papel crucial na predicéo de
como o0s medicamentos interagem com o organismo humano. Modelos
biofarmacéuticos baseados em fisiologia permitem prever a absor¢ao, distribuigao,
metabolizagao e excre¢ao de farmacos, auxiliando na compreensao de sua eficacia e
seguranga (Komura, Watanabe e Mizuguchi, 2023). Entre as vantagens das

simulagdes, temos a possibilidade de testar populagdes especificas em que,
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eticamente, ndo é possivel testar farmacos, como gestantes e criangas, por exemplo,
a partir do uso de gémeos digitais em que partes especificas ou doengas podem ser
simuladas digitalmente (Kamel Boulos e Zhang, 2021).

Avancos recentes demonstram o potencial da bioinformatica na descoberta
de medicamentos. Ferramentas de modelagem molecular e bases de dados de
estruturas, como o Protein Data Bank (PDB) (Consortium, 2018), sao fundamentais
nesse campo e sio utilizados amplamente para a descoberta da acdo de farmacos,
através da identificagdo de sitios de ligagdo e na otimizacdo de compostos
terapéuticos. Além disso, a docagem molecular ou docking molecular, € uma técnica
computacional amplamente utilizada no planejamento racional de farmacos ao prever
a ligacado preferencial de uma molécula (ligante) a proteina-alvo, formando um
complexo estavel (Agu et al., 2023). Diferentes conformagdes dos ligantes s&o
testadas, até identificar uma conformacéo (pose) mais provavel na interacao ligante-
alvo selecionando a de menor energia livre, pois, essa € a mais provavel de ocorrer
(Sliwoski et al., 2014). Essa previsao, portanto, auxilia na compreensao das interagdes
intermoleculares e na estimativa da afinidade de ligagdo entre as moléculas
envolvidas e auxilia a tomada de decisdo quanto ao uso farmaco para in vitro ou in
vivo, facilitando a seleg¢ao de drogas estudadas.

A CBM é uma doencga de extrema importancia para a populagao mundial e
para o estado do Maranhao e a incluséo no rol das Doengas Tropicais Negligenciadas
pela OMS faz com que o olhar sobre esta doenga seja ampliado. Além disso, a
crescente preocupacao quanto a resisténcia a antifungicos exige a investigacao de
novas terapias farmacoldgicas para o tratamento da doenca e a utilizagdo da
bioinformatica encurta os trajetos para descoberta de agcdes de farmacos. Soma-se a
isso que as populagdes mais vulneraveis para a doenga sao as de menor poder
aquisitivo, tonando-se fundamental a necessidade de viabilizar tratamentos de amplo

acesso, com custo baixo, justificando a realizagao deste estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Avaliar a acdo do Acido Tranexamico e da Hidroquinona em isolados

clinicos de Fonsecaea pedrosoi

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do Acido Tranexamico
(ATX) e da hidroquinona (HQN) em isolados de F. pedrosoi.

o Verificar efeito da combinacado dos farmacos através dos indices das
concentracoes inibitérias fracionadas (ICIF)

e Comparar a resposta do pigmento melénico do F. pedrosoi quando
exposto ao ATX, HQN e Triciclazol (TCZ).

e Avaliar in silico a interagdo do ATX com os alvos relacionados a via de
sintese da melanina em comparagdo com HQN e KOJ.

e Sugerir o mecanismo de agao do ATX em relagéo a redugao da sintese

da melanina, através das interagdes in silico.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho integra o projeto intitulado CARACTERIZAGAO
CLINICA E DA RESPOSTA IMUNE CELULAR E GENETICA EM PACIENTES
PORTADORES DE CROMOBLASTOMICOSE NO ESTADO DO MARANHAO,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Maranh&o
(CEP/UFMA), sob o parecer n° 1.276.342. Pacientes em acompanhamento no Centro
de Referéncia em Doengas Infecto-Parasitarias (CREDIP/UFMA) foram convidados a
participar da pesquisa, e, apds concordancia e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, foram submetidos a coleta de amostras das lesdes cutaneas para
fins diagndsticos e experimentais. As amostras de tecido foram obtidas por meio de
bidépsia com bisturi tipo punch, sendo processadas para exame micolégico direto,
cultivo fungico e analise histopatologica. O isolamento e identificacdo do agente
etiolégico foram realizados por meio de cultura e confirmagao 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 clinicos de F.
pedrosoi para avaliar a resposta do fungo, na forma de conidios, a exposi¢do ao
ltraconazol (ITR), isoladamente e em associacdo com Acido Tranexamico (ATX) e
Hidroquinona (HQN). Ja o componente in silico consistiu na simulagdo computacional
de interagdes moleculares, por meio de docking molecular, visando investigar o
potencial de ligagdo do ATX aos alvos envolvidos na via de sintese da melanina. Essa
etapa buscou fundamentar a hipotese de uso do ATX como agente adjuvante no
tratamento da Cromoblastomicose, uma vez que seu efeito inibitério sobre a

melanogénese néo é primariamente descrito para microrganismos.

4.1 Teste in vitro

Foram utilizados dois isolados clinicos de Fonsecaea pedrosoi,
previamente confirmados por critérios clinicos e laboratoriais, incluindo exame
micolégico direto, analise histopatoldgica, cultivo em meio seletivo e confirmagao por
sequenciamento genético. As amostras foram colhidas antes do inicio de qualquer
intervencao terapéutica, caracterizando-se, portanto, como isolados virgens de
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tratamento. Para controle de qualidade dos ensaios antifungicos, foi empregada a
cepa padrao de Candida albicans (ATCC 90028).
Os isolados clinicos utilizados neste estudo foram denominados FpJW e
FpBR, com as seguintes caracteristicas:
. FpJW: paciente do sexo masculino, 43 anos, apresentando lesao
grave em forma de placa infiltrativa localizada em membro inferior direito.
. FpBR: paciente do sexo masculino, 80 anos, com lesao extensa
em placa localizada em membro inferior, com tempo estimado de
evolucéo clinica de aproximadamente 30 anos.
As amostras fungicas foram inicialmente isoladas em meio Agar Mycosel
(Becton Dickinson, NJ, USA) por um periodo de 12 dias. Em seguida, os isolados
foram repicados em meio Agar Sabouraud Dextrose (SDA) ou Agar Batata Dextrose
(PDA) (Sigma-Aldrich, MO, USA) e incubados a 26°C por 10 a 15 dias, até o
desenvolvimento de coldnias caracteristicas — enegrecidas, de aspecto aveludado,
compativeis com fungos melanizados. Para os ensaios laboratoriais, as células
fungicas foram cultivadas em meio SDA ou PDA, por um periodo de 6 a 26 dias, a

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

4.2 Preparo dos farmacos

Os farmacos acido tranexamico (ATX), hidroquinona (HQN) e itraconazol
(ITR) foram inicialmente diluidos em solucao fisioldgica estéril, enquanto o triciclazol
(TCZ) foi diluido em etanol grau analitico. Para todos os ensaios antifungicos, os
isolados clinicos de Fonsecaea pedrosoi foram submetidos ao método de
microdiluicdo em caldo, conforme as diretrizes estabelecidas pelo documento M38-A2
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), com adapta¢des metodoldgicas
especificas.

As solucdes estoque dos farmacos foram preparadas em dimetilsulféxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich) e/ou em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), na concentracao
de 1.000 pg/mL. A partir dessas solugdes, foram realizadas dilui¢des seriadas, com a
solugdo inicial concentrada 100 vezes a concentragao final desejada. Posteriormente,
cada solugdo ndo aquosa foi diluida na propor¢cdo de 1:100, obtendo-se uma
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concentracao final duas vezes superior aquela utilizada no ensaio, para garantir a
diluicdo exata no momento da distribuicdo nos pogos.
As concentracdes testadas foram as seguintes:
e Itraconazol (ITR): 0,031 a 16 pg/mL
o Hidroquinona (HQN): 48 a 25.000 pg/mL
e Triciclazol (TCZ): 1 a 625 pg/mL
« Acido Tranexamico (ATX): 48 a 25.000 pg/mL
As solugdes foram distribuidas em placas de 96 pogos, com as diferentes
concentragbes dos farmacos, reservando pogos para os controles: de crescimento
fungico (contendo apenas o inéculo em RPMI 1640); e de esterilidade, contendo
exclusivamente o meio RPMI 1640, sem in6culo.
Todos os testes das placas de 96 pocos foram realizados em ftriplicata, em
dias distintos, para garantir reprodutibilidade. Em casos de discrepancia entre os
resultados das repeticbes, uma quarta rodada experimental foi conduzida para

validacao dos dados.

4.3 Preparo do inbculo

Para a preparagao do inéculo, foram adicionados 5 mL de solugao
fisiolégica estéril sobre a coldnia fungica cultivada, seguida de raspagem superficial
com o auxilio de uma alga plastica estéril, a fim de desprender e suspender os conidios
presentes na superficie da colénia. A suspensao obtida foi transferida para um tubo
tipo Falcon de 15 mL e submetida a agitacdo em vortex por 20 segundos, com o
objetivo de desagregar os conidios dos conidiéforos. Em seguida, a suspensao 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 entdo centrifugado a
3.000 rpm por 5 minutos, sendo o sobrenadante cuidadosamente descartado e o pellet
celular ressuspenso em 1 mL de solugdo tampao PBS contendo Tween 20%.

A densidade celular da suspensao foi ajustada entre 0,15 e 0,17 unidades
de absorbancia, por meio de leitura espectrofotométrica a 530nm, valor
correspondente a uma concentragcado estimada entre 10° e 10° conidios/mL, conforme
estabelecido pelo protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI, 2008). O numero de conidios foi validado por contagem manual em camara de
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Neubauer. Para a inoculagao nas placas de microtitulagdo, a suspensao ajustada foi
diluida na proporgao de 1:50 em meio de cultivo sintético RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
MO, USA), tamponado com MOPS (Sigma-Aldrich, MO, USA), garantindo condigbes

padronizadas para os ensaios de susceptibilidade antifungica.

4.4 Teste de sensibilidade

Foi utilizada uma placa de microtitulacdo de 96 pocos para cada um dos
isolados clinicos de Fonsecaea pedrosoi (FpJW e FpBR), além de uma placa adicional
para o controle de qualidade, contendo a cepa padrao de Candida albicans (ATCC
90028). As placas foram devidamente seladas e incubadas a 35°C sob condigbes
estaveis.

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), definida como a menor
concentragdo do farmaco capaz de inibir completamente (100%) o crescimento
fungico visivel, foi determinada por inspeg¢do visual direta para os seguintes
compostos: itraconazol (ITR), acido tranexamico (ATX), hidroquinona (HQN) e o
fungicida agricola triciclazol (TCZ). Os farmacos foram testados em diluigdes seriadas
ao longo das colunas 1 a 11 da placa, sendo a 122 coluna destinada aos controles:
nas linhas A a D, controle de crescimento fungico (CC), contendo apenas o inéculo e
meio RPMI; e nas linhas E a H, controle de esterilidade, com meio estéril sem indculo.
A leitura dos controles foi realizada apds 48 horas de incubacao, enquanto a leitura
final dos pogos contendo os isolados clinicos de F. pedrosoi foi efetuada apds 14 dias,
conforme as recomendacgdes dos documentos M27 e M38-A2 do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI).

Para a determinagédo da Concentragao Fungicida Minima (CFM) - definida
como a menor concentragédo do farmaco capaz de provocar a morte do microrganismo
- uma aliquota de 5 uL de cada poco correspondente a CIM foi transferida para placas
contendo meio Agar Batata Dextrose (PDA) estéril. A auséncia de crescimento fingico
foi interpretada como indicativo de atividade fungicida. A relagéo entre CFM e CIM foi
utilizada para classificagao da atividade dos farmacos, sendo considerada fungicida
quando CFM/CIM < 4 e fungistatica quando CFM/CIM > 4, conforme os critérios
descritos por Siddiqui, et. al. em 2012.
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4.5 Método Tabuleiro de Xadrez — “Checkerboard assay”

O método tabuleiro de Xadrez é utilizado para avaliagédo de efeito de drogas
em combinacao e utiliza concentracdes variadas dos farmacos, tendo como referéncia
a CIM, no intuito de definir se ha sinergismo ou antagonismo entre os farmacos (Odds,
2003). Os ensaios foram realizados em microplacas estéreis de 96 pocos e 0 meio
RPMI-1640/MOPS. A HQN foi testada em concentragbes variando de 0,3 a
1560ug/mL, 0o ATX de 48 a 25.000ug/mL e o ITR de 0,015 a 1ug/mL para FpBr e 0,062
a 4ug/mL para FpJW. A partir de 100uL do in6culo fungico, incubados com 50uL de
HQN e 50uL de ITR ou 50uL de ATX e 50uL de ITR com diferentes combinagdes de
concentragbes de farmacos, a 28°C, por 7 dias. A atividade antifungica foi avaliada
por inspecéao visual para as CIMs com 100% de inibigdo. Para esta etapa do estudo,
o TCZ foi excluido por ser um agrotoxico e nao ter permissao para uso em humanos.
Apds a incubagao, as interacdes foram determinadas pelo indice de Concentracao

Inibitéria Fracionaria (ICIF), calculadas pela seguinte férmula:

CIM HQN em combinag¢ao CIM ITR em combinagao

ICIF = +
CIM HQN isolado CIM ITR isolado

As ICIFs foram determinadas para todas as combinacdes possiveis de
diferentes concentracdes em que nao houve crescimento visivel dos microrganismos
(Gomez-Lopez et al., 2003). O resultado da interagcao é classificado a partir dos
seqguintes valores:

Sinérgica: ZFICI < 0,5;

Aditiva: 0,5 > Z FICI = 1;

Indiferente: 1 > 2 FICI < 4,0;

Antagobnica: 2 FICI > 4,0.
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4.6 Avaliacdo da Melanina

Apos 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 adi¢ao de
farmacos. Em meio liquido RPMI, foi realizado o teste com a amostra FpJW apoés
crescimento em tubo falcon durante 10 dias a 30°C. O isolado foi adicionado as
solugdes de ITR, TCZ e HQN nas concentragdes 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 ja ser um conhecido inibidor da via de sintese da melanina, porém, um agrotoxico.
Ap0s foi realizada a avaliagcdo da melanina em combinacao do ITR + HQN, sendo:

e Combinagdo A: HQN 195ug/mL + ITR 0,062 pg/mL = CIM/32 do ITR
+ CIM/4 HQN;

e Combinagdo B: HQN 195ug/mL + ITR 0,031 ug/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 apds 7 dias de exposicdo aos

farmacos.

4.7 Local do Estudo in vitro

Houve realizagdo de um teste piloto em parceria com a Universidade
Ceuma, no laboratdrio de Biologia Molecular de Micro-organismos Patogénicos e com
o Laboratério Cedro sob responsabilidade do professor Rodrigo Holanda. O estudo
final foi realizado no NIBA (Nucleo de Imunologia Basica e Aplicada) da Universidade
Federal do Maranhdao (UFMA) sob responsabilidade do professor Valério Monteiro
Neto.

4.8 Teste in silico

O estudo in silico teve como objetivo avaliar o potencial de interagdo dos
farmacos acido tranexamico (ATX) e hidroquinona (HQN) com estruturas relacionadas
a melanina humana, a fim de justificar seu possivel uso como agentes adjuvantes no
tratamento da Cromoblastomicose (CBM). A hipétese fundamenta-se na capacidade
desses compostos, ja utilizados no tratamento de hiperpigmentagdes cutdneas como

o melasma, de interferirem na sintese ou na estabilidade da melanina — um
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componente-chave da parede celular do Fonsecaea pedrosoi, com papel relevante na
viruléncia e resisténcia antifungica.

A primeira etapa da analise consistiu na verificagdo da similaridade
estrutural entre os farmacos investigados e os compostos envolvidos na biossintese
da melanina, com base nos principios fisico-quimicos que regem as interagdes
moleculares por complementaridade de forma, carga e afinidade quimica. Em
seguida, procedeu-se a aplicagéo de técnicas de docking e re-docking molecular para
avaliar o acoplamento das moléculas aos alvos especificos da via melanogénica.
Como controle positivo de interagao, foi utilizado o acido koéjico (KOJ), substancia
amplamente empregada como despigmentante no tratamento do melasma, cuja agao
€ bem documentada como inibidor da enzima tirosinase — etapa chave na biossintese
da melanina. A comparacéao entre os perfis de ligagdo de ATX, HQN e KOJ permitiu
uma analise comparativa da afinidade dos compostos pelos alvos selecionados,
contribuindo para a validagc&o da hipotese de seu uso como adjuvantes terapéuticos
na CBM. Essa etapa foi realizada em parceria com o laboratério de Quimica Geral e
Analitica da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP), sob responsabilidade do

professor Cleydson Breno.

4.9 Definicdo dos alvos

Para a selegdo dos alvos moleculares, os seguintes passos foram
utilizados:

1- O cdédigo Smile dos farmacos (ATX, HQN, KOJ e TCZ) foram inseridos
no PASSonline para predi¢cao 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 resolugéo <2,5A

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
informagdes 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, entdo, os compostos da via metabdlica que sao

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

sintese de melanina:

e LEUCODOPACHROME,

e 5,6-DIHYDROXYINDOLE-2-CARBOXYLIC ACID;
e L-DOPACHROME; 5,6-DIHYDROXYINDOLE;
e [INDOLE-5,6-QUINONE; DOPAQUINONE.

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

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

a. meétodo experimental por difragcao de Raio-X

b. resolucdo <2,5A.

8- As trés primeiras estruturas encontradas, quando disponivel mais de

uma, foram selecionadas:
INDOLE-5,6-QUINONE - 6L.9C, 5KWF, 2R24

DOPAQUINONA - 2YX9

LEUCODOPACHROME — nao encontrado
5,6-DIHYDROXYINDOLE-2-CARBOXYLIC ACID — 7TUR, 7D6G,

7YK9

L-DOPACHROME — niao encontrado

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

9- Apds comparagao com as estruturas encontradas anteriormente para a

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

alvos comuns em ambas as etapas (Tabela 1).

Tabela 1. Combinacdo dos alvos da Hidroquinona (HQN), Acido
Tranexamico (ATX) e Kojic Acid (KOJ)

Alvos
7TUR
2R24
SKWF

HQN

ATX

AKJ

N &

7TUR, 2R24 e 5KWF correspondem as estruturas cristalograficas
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10- As moléculas testadas com as estruturas (alvos) foram os farmacos:
a. Acido tranexamico
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5526

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

c. Acido Kdjico 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 excluido da analise in silico por n&o ter permissdo de uso em

humanos, somente como agrotoxico.

4.10 Docking e re-docking molecular

Foram realizados os testes de Docking Molecular no webserver DockThor

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

através do software Discovery Studio 2016 para checagem dos seguintes parametros:
angulos phi-psi, conformagao do residuo e mapa de densidade eletronica, além da
avaliacdo de regides mal definidas, presenca de ligantes e localizacdo das
coordenadas (Tabela 2). As estruturas proteicas e os ligantes foram preparados e
salvos em formato .pdb e, entdo, encaminhados para a simulacdo de docking
molecular no Docktor.

Tabela 2. Coordenadas de Dock molecular com dimensdes dos grids
Receptor Coordenadas do Grid Center Dimensdes do Grid

X = 15,376299 X = 16,15
2R24 Y =-6,423075 Y = 14,20
7 = 14,841455 7 =135
X =20,368027 X=16,15
5KWF Y =0,072100 Y = 14,20
7 =22,638071 Z=1325
X =-30,526316 X=16,15
SMSN Y =-3,718351 Y = 14,20
7 = -21,986283 Z=13725
X = -8,406000 X =15,10
7TUR Y =-9,958000 Y = 14,20
Z = 15,092000 Z=1330

XYZ correspondem aos eixos das trés dimensdes
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Os farmacos usados para o estudo de Docking Molecular foram

Hidroquinona (HQN), Acido Tranexamico (ATX) e Acido Kajico (KOJ) e ancorados aos
alvos 7TUR, 2R24, 5KWF e 5M8N. Para a realizagao do re-docking, os ligantes das

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

capazes de assumir conformacgdo de ligacdo semelhante. Considera-se valores

o6timos de RMSD (desvio quadratico médio) entre os ligantes quando esse valor é

inferior & 2A. Por serem farmacos ja estabelecidos e autorizados para uso em

humanos, n&o foi necessario realizar teste farmacocinético de ADME (absorgéo,

distribuicdo, metabolismo e excreg¢ao) in silico. Abaixo encontra-se a Figura 8 que

ilustra os procedimentos utilizados para o teste.
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Figura 8. Fluxograma de definicdo dos alvos e dos procedimentos do
estudo in silico.
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5. RESULTADOS

5.1 Teste in vitro

A concentragao inibitoéria minima, CIM, de cada isolado e do controle foi
determinada por inspecéo visual e tiveram os seguintes valores, considerando 100%
de inibicao de crescimento:

Tabela 3. Concentracgao Inibitéria Minima dos isolados do estudo.

FpJW FpBR Controle
Fonsecaea pedrosoi Fonsecaea pedrosoi Candida albicans
(ATCC 90028)
Itraconazol 2ug/mL 0,5pug/mL 0,25ng/mL
Hidroquinona 780ng/mL 780ug/mL 390pg/mL
Acido >25.0000pg/mL >25.0000pg/mL >25.0000pg/mL
Tranexamico
Triciclazol 156ug/mL 156ug/mL 32ug/mL

Baseado no ponto de corte epidemiolégico recentemente publicado (Smith,
et. al.,2025), com CIM = 0,5ug/mL, o isolado FpJW apresenta resisténcia ao ITR
enquanto o FpBR, sensibilidade. Apesar disso, quando avaliada a concentragao
fungicida minima (CFM), que corresponde a menor concentragdo de composto em
que ha morte do fungo, ambos os isolados apresentaram valor da CIM igual ao valor
da CFM, resultando em razao 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
nao teve inibigdo do crescimento fungico, portanto, ndo foi possivel avaliar o tipo de
atividade para este farmaco. Na Tabela 4, encontramos os valores de CIM e CFM dos

farmacos para os isolados fungicos.
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Tabela 4. Comparacéao dos valores de CIM, CFM e razdo CFM/CIM para
diferentes compostos antifungicos frente aos isolados FpBR e FpJW e ao controle.

Micro-organismo

FpBR FpJW C. albicans ATCC90028
s 22z B |22z B |22 3=z &
s12 23 e |2 25 g |2 2 % £
sl s & 2 |35 5 & z |5 52 =z
S|E§° 2 |EEY £ 85 ° &
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 fungistatico
TCZ [ 156 156 1 fungicida| 156 156 1 fungicida| 32 -

Nota: A razao CFM/MIC é calculada para determinar tipo de atividade das drogas testadas.
Considera-se fungistatica se CFM/CIM>4 ou fungicida CFM/CIM=<4.

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

pedrosoi no método Tabuleiro de Xadrez demonstrou que a combinagao dos farmacos

reduz a metade o valor da CIM da HQN para ambos os isolados. A CIM do ITR na
combinagdo, para FpdJW variou de CIMx2 (4ug/mL) a CIM/32 (0,0625ug/mL),
correspondendo a coluna 3, linhas A-G. Para a amostra FpBR, quando combinados
os farmacos a CIM do ITR variou de CIMx2 (1 pg/mL) a CIM/16 (0,03125ug/mL),

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

achados, simulando a placa de 96 pocgos.
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Figura 9. Figura ilustrativa do método tabuleiro de xadrez e leitura da
combinacgao de ITR+ HQN para os isolados de Fonsecaea pedrosoi.
A) Combinacéo de ITR + HQN para o isolado FpJW; B) Combinagéo para o isolado FpBR.

A Figura 10 mostra a imagem da placa da combinagéo dos farmacos ITR+
ATX para FpJW e FpBR. Apesar de nao ter sido possivel calcular CIM (100%) para o
ATX, embora a concentracido testada tenha sido elevada, a visualizagdo da placa
mostra possivel efeito até o cruzamento dos pogos que correspondem a concentragao
de CIM/2 do ITR e de 6250ug/mL para o ATX, néo se podendo esclarecer se o efeito
€ de inibicdo do crescimento ou de clareamento, quando o ATX esta associado ao
ITR.
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Figura 10. Placa de 96 pogos com a combinagéo de ITR+ ATX para os

A partir da leitura das interagbes nas placas de 96 pogos, determinou-se o

valor da Concentragao Inibitéria Fracionada (ICIF) em que a associagao de HQN +

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

devido ao alto valor de CIM, também nao foi possivel realizar o calculo de ICIF. Além

disso, quando ITR e HQN estédo associados, a CIM de ambos os farmacos reduziu a

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

Tabela 5 apresenta esses dados.
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Tabela 5. indice de Concentracéo Inibitéria Fracionaria (ICIF) para a
atividade in vitro da combinag¢ado de HQN com ITR contra Fonsecaea pedrosoi.

CiMm CIM Combinado
(ug/mL) (ug/mL) ICIF Interpretacao
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 razado ICIF & calculada para avaliar o efeito entre as drogas testadas.
Considera-se efeito Sinérgico: ZFICI < 0,5; Aditivo: 0,5 > ZFICI < 1; Indiferente: 1 > 2FICI <
4,0 e Antagbnico: ZFICI > 4,0.

A partir do teste de avaliagao de clarificagdo das amostras em meio sdlido,
a HQN apresentou oxidagédo do farmaco, causando escurecimento do meio agar
batata. Nao foi possivel estabelecer com clareza se houve diminuigdo da melanina em
comparagao com o controle, em ambas as amostras, embora visualmente parega
haver diferenga na coloragao do préprio agar entre as placas (Figura 11). Ao avaliar a
coloracao do agar dos isolados, a placa contendo HQN na concentragao de CIM é
mais escura, amarronzada, em comparagao com o agar na concentragao de CIM/2, e
ainda mais claro na CIM/4, especialmente na amostra FpJW. Dessa forma, nao é
possivel afirmar se a mudancga da coloragado do agar corresponde somente a oxidagao

da HQN ou disperséo do pigmento melanico no meio.
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Figura 11. Teste de Clarificagdo da melanina com a Hidroquinona em
agar batata dextrose.
A) Isolado clinico FpJW; B) Isolado clinico FpBR; HQN: Hidroquinona; CIM: Concentragao
Inibitéria Minima
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No meio liquido, a HQN também oxidou, deixando o meio RPMI
amarronzado, nao sendo possivel avaliar se a coloragdo € devida a oxidagdo do
farmaco ou de presenga de melanina do fungo. Ja o TCZ pareceu dissolver a melanina
no meio liquido, escurecendo todo o meio. Quando avaliados em conjunto, ITR + HQN
no meio liquido, nas duas combinagdes, também nao foi possivel avaliar redugao
pigmento devido ao escurecimento do meio pela oxidagao da HQN, porém, chama a
atencdo que mesmo com ITR em concentracdo de CIM/32 e HQN na concentragéo
da CIM/4 ha visivel redugéo importante de crescimento fungico quando comparado ao

controle, conforme Figura12.

Combinagao A
ITR CIM/32
HQN CIM/4

) »

N

(3) N

= 2

5

o =
i (8]

Controle

Controle

f got
|

CIM HQN/2
CIM HQN/4
Combinagao B
ITR CIM/64
HQN CIM/4

A)

Figura 12. Teste de clarificacdo da melanina em meio liquido (RPMI).
A) Comparacéo do efeito da Hidroquinona com o Triciclazol; B) Combinag¢ado da Hidroquinona
com o ltraconazol (Combinagédo A: ITR 0,062ug/mL + HQN 195ug/mL; Combinagao B: ITR
0,031ug/mL + HQN 195ug/mL)
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5.2 Teste in silico

A partir da avaliagao de semelhanga das estruturas quimicas dos farmacos

e da melanina, € possivel observar a presencga do radical hidroxila nos trés farmacos,

radical carbonila nos trés farmacos e na melanina e radical amina no ATX e melanina,

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

quimicas.

Hidroquinona

Acido Kojico

Melanina

Acido Tranexamico

Figura 13. Estrutura quimica das moléculas evidenciando extremidades
com possiveis interagao entre a melanina e os farmacos estudados
Fonte: https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/6325610
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/785
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/3840
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/5526
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O docking molecular identificou conformacgdes de ligagao 6timas entre os
compostos testados e seus respectivos alvos (Figura 14A). Os resultados
demonstraram que a ATX interage diretamente com a via de biossintese da melanina,
apresentando afinidade de ligagdo comparavel a dos inibidores classicos da
tirosinase, HQN e KOJ.

A robustez dos achados foi confirmada por meio de analises de redocking,
validando a precisao do algoritmo computacional na predigdo das poses moleculares.
O menor valor de RMSD (0,74A) foi observado para o alvo 2R24, associado & indol-
5,6-quinona, um intermediario chave da via da L-DOPA que, sob acao da tirosinase,
conduz a formacgao de eumelanina — o pigmento responsavel pela coloragao da pele,
pelos e olhos. Em contraste, o maior RMSD foi verificado para o alvo-controle 5M8N
(Figura 14B).
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Figura 14. Representagdes tridimensionais do docking molecular das
conformacgdes de ligagado entre os compostos e os alvos.
A) Os modelos 3D ilustram as poses de ligagao previstas nos sitios ativos de cada proteina,
demonstrando complementaridade espacial e orientagdo dos ligantes. B) Desempenho do
redocking e fidelidade das poses dos compostos testados contra os alvos da melanogénese.
Nota: As estruturas em vermelho representam a conformagédo do ligante cristalografico,
enquanto as estruturas em verde correspondem a melhor pose de docking obtida no
redocking.
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Na presente analise, todas as interagdes composto-alvo apresentaram
valores negativos de AG, indicando ligagdo espontdnea em todas as condi¢des
testadas. O ATX demonstrou energias livres de ligagdo comparaveis as da HQN e
KOJ para todos os alvos. Vale destacar que, na validagcdo por redocking, O ATX
apresentou valores de AG ainda mais negativos, reforcando seu potencial de
interacdo molecular direta na via de biossintese de melanina humana -
particularmente com os alvos 2R24 e 5KWF, ambos associados ao intermediario
oxidativo indol-5,6-quinona. A Figura 15, abaixo, apresenta o mapa de calor e o grafico
radar, ilustrando as afinidades de ligagao e os perfis de interagao entre os compostos

testados e os alvos relacionados a melanogénese.

Heatmap of Binding Affinity (AG, kcal/mol) . N— -
Custom Red Gradient (Black to Wine to Red) Comparison of Binding Affinity between
1ds and Mel is Targets

SKWF

- = Kojic Acid

= Tranexamic Acid
= Hydroquinone
REDOCKING (Control)

Kojic Acid

Tranexamic Acid

I
©

Binding Affinity

Hydroquinone

I
—
o

REDOCKING

2R24 SKWF 5M8N 7TUR 7TUR

Figura 15. Perfis de afinidade molecular do Acido Tranexamico, Acido
Kagjico e Hidroquinona com alvos da via de melanogénese.

A partir da ancoragem, ou docking molecular, sdo avaliadas as distancias
de ligagao entre as moléculas e os aminoacidos e os tipos de ligagdes que ocorrem,
sendo as ligacdes de hidrogénio e as covalentes as consideradas mais fortes. Além
disso, é necessaria a avaliagao de quais aminoacidos apresentam ligagdo com o alvo
e farmaco, essa etapa é essencial no sentido de aproximar a reacéo do teste in silico
com o que o corre no organismo. Dentre os aminoacidos, a tirosina é a que tem maior
ligacdo com a produgao da melanina no organismo e o alvo 7TUR € o que se ligou a
tirosina, a partir de ligacbes de Hidrogénio em todos os farmacos, sugerindo que o

ATX interfere na via de produc¢dao de melanina quando os valores sdo comparados a
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HQN ao KOJ. Além disso, o ATX e o KOJ também se ligaram a partir de ligacdes de
Hidrogénio com a tirosina quando o alvo é o 2R24. O alvo 5M8N liga-se através de H-

OH, covalente, com todos os farmacos. Esses achados séo ilustrados na Figura 16.
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Figura 16. Tipos de ligacbes dos farmacos aos alvos e aminoacidos
envolvidos.
A) Representagao bidimensional das interagées moleculares entre ligantes, alvos e residuos
de aminoacido com distancia de ligagdo em A, destacando-se as ligagdes de hidrogénio
envolvendo tirosina. B) Frequéncia de ligacbes de hidrogénio envolvendo tirosina nos
complexos composto-alvo.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a sensibilidade do fungo Fonsecaea pedrosoi, a
partir de dois isolados clinicos, ao Itraconazol, Hidroquinona, Acido Tranexamico e ao
fungicida agricola Triciclazol. Os medicamentos testados neste estudo, apresentaram
sensibilidade distinta ao ITR, apesar de ambos os pacientes apresentarem lesao
grave. Apesar disso, o teste inovador com a Hidroquinona evidenciou que o farmaco
apresenta efeito citotoxico sobre o fungo, com valor de CIM de 780ug/mL e inibigdo
de 100% de crescimento dos isolados clinicos FpJW e FpBR. O acido tranexamico,
entretanto, ndo apresentou inibicdo de crescimento fangico, apesar das altas
concentragbes testadas. Quando os farmacos foram avaliados em combinagao, a
partir do método tabuleiro de xadrez, apesar de HQN e ITR apresentarem efeito aditivo
pelo valor de referéncia da ICIF, foi possivel observar que ambos os farmacos
reduzem, pelo menos, a metade o valor da CIM para os mesmos isolados. Ja para o
ATX, por nao ter tido valor de CIM, nao foi possivel determinar efeito da combinagao.
No teste de avaliagao de branqueamento do F. pedrosoi a HQN apresentou oxidacao
em meio solido e liquido, interferindo na leitura do resultado. O ATX, pareceu clarear
a placa de 96 pocos, nas concentragoes testadas. Ja para o teste in silico, as ligagcdes
e 0 acoplamento com os alvos realizados pelo ATX se assemelham aquelas
realizadas pela HQN e Acido Kdjico, sugerindo fortemente uma ligag&o direta a via da
melanina.

A Cromoblastomicose (CBM) € uma micose profunda de evolugéo crénica
e resposta terapéutica frequentemente insatisfatoria, exigindo, em muitos casos, a
combinagao de multiplas abordagens terapéuticas (Queiroz-Telles e Santos, 2013). O
ITR permanece como o principal antifungico utilizado no tratamento da doenga em
nivel mundial. Embora farmacos mais modernos da mesma classe, como
isavuconazol, voriconazol e posaconazol, tenham demonstrado potencial terapéutico
superior em estudos iniciais (Santos, Azevedo e Queiroz-Telles, 2025), sua
disponibilidade é restrita, sobretudo em paises de baixa e média renda. Soma-se a
isso o fato de que o tratamento com ITR, apesar de ser o padrao atual, € de longa
duracao e envolve custos elevados, o que compromete a adesio terapéutica e o

acesso em populagdes vulneraveis (Queiroz-Telles et al., 2017).
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A CBM, é classificada como uma doenga tropical negligenciada, categoria
oficialmente reconhecida pela Organizagdao Mundial da Saude (OMS) desde 2017.
Essa designacéo evidencia o historico de invisibilidade da doenga nos sistemas de
saude, nos programas de vigilancia e na agenda de pesquisa global (WHO, 2021). A
negligéncia se reflete também na escassez de estudos clinicos robustos, na limitagao
de financiamento para inovagéao terapéutica e na auséncia de protocolos padronizados
para o manejo da infecgdo. No entanto, a inclusdo da CBM no rol de doengas tropicais
negligenciadas pela OMS representa um avango estratégico, pois amplia a visibilidade
internacional sobre a sua importancia epidemioldgica (santos, 2025), pode estimular
investimentos em pesquisa translacional e clinica, e favorecer o desenvolvimento de
politicas publicas voltadas a prevencgao, diagndstico precoce e acesso ao tratamento.
Nesse contexto, estudos que propdem novas abordagens terapéuticas,
reposicionamento de farmacos 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
etiolégicos bacterianos e fungicos de importancia médica, o perfil de sensibilidade dos
fungos causadores da CBM ainda nao esta plenamente estabelecido. Protocolos
amplamente reconhecidos para testes de suscetibilidade in vitro, como o0s
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 determinagcédo de concentragdes
inibitérias minimas (CIMs). No entanto, a auséncia de valores de referéncia
especificos para fungos melanizados, em especial para o género Fonsecaea,
dificultam a definigdo de condutas terapéuticas como um “padrao-ouro” (Queiroz-
Telles e Santos, 2013).

Hellwig et al. (2019) conduziram uma revisao sistematica com o objetivo de
avaliar a suscetibilidade dos agentes etioldégicos da CBM e investigar o potencial
sinergismo entre diferentes farmacos antifungicos. A analise abrangeu 35 estudos,
nos quais os isolados fungicos foram considerados sensiveis quando apresentavam

concentracgdes inibitérias minimas (CIM) inferiores a 1 yg/mL. Mais recentemente,
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Smith et. al. (2025) publicaram um estudo de referéncia no qual estabeleceram, pela
primeira vez, o ponto de corte epidemioldgico (epidemiological cutoff value — ECV)
para Fonsecaea pedrosoi, com base na analise de suscetibilidade a oito diferentes
antifungicos, testados em 148 amostras clinicas. Este marco representa um avango
significativo na padronizagao dos testes in vitro de sensibilidade antifungica para CBM,
oferecendo parametros robustos que deverao orientar futuras pesquisas, além de
subsidiar a atualizagao de protocolos nacionais e internacionais de microdiluicdo em
caldo, conforme preconizado por instituicdes como o CLSI, EUCAST e BRCAST. A
importancia desse estudo transcende o fato de ser o primeiro a definir um ECV para
F. pedrosoi; reside, sobretudo, no valor epidemiolégico desse parametro, que atua
como ferramenta essencial de vigilancia para a detecgdo precoce de possiveis
fendtipos resistentes. Dessa forma, o ECV se consolida ndo apenas como critério
técnico para interpretagao laboratorial, mas também como instrumento estratégico
para o monitoramento da eficacia terapéutica e para a orientagao racional do uso de
antifungicos no manejo da Cromoblastomicose.

Estudos anteriores que investigaram a susceptibilidade de Fonsecaea
pedrosoi ao ITR, embora com numero reduzido de isolados, evidenciam uma ampla
variacao nos valores de CIM para esse antifungico. Guevara et. al. (2022), avaliando
10 amostras clinicas, relataram CIMs variando entre 0,06 e 0,5ug/mL. Zheng et. al.
(2019), por sua vez, observaram uma variagdo de 1 a 8ug/mL em nove isolados,
enquanto Alves et. al. (2018), com cinco amostras, relataram CIMs entre 0,25 e
1ug/mL. De forma semelhante a literatura, os isolados clinicos utilizados no presente
estudo — FpBR e FpJW — apresentaram CIMs distintas para o ITR: 0,5ug/mL e
2ug/mL, respectivamente. Com base no ECV recentemente estabelecidos por Smith
et. al. (2025), que definem Fonsecaea pedrosoi como sensivel ao ITR o ponto de corte
de CIM = 0,5ug/mL, pode-se inferir que o isolado FpBR é sensivel ao farmaco,
enquanto FpJW demonstra perfil de resisténcia.

No que se refere a hidroquinona (HQN), ndo é possivel estabelecer um
ponto de corte de referéncia, uma vez que este composto nao é tradicionalmente
classificado como antifungico, e, portanto, ndo ha diretrizes padronizadas para
interpretacédo da sua atividade in vitro. A mesma limitagao se aplica ao TCZ, farmaco

de uso agricola, ndo aprovado para aplicagdo em humanos. No entanto, observa-se

50



que a HQN apresentou efeito citotdxico relevante sobre os dois isolados clinicos de F.
pedrosoi, resultando em valores de CIM = 780ug/ml para ambos os isolados,
mostrando agao citotoxica para o F. pedrosoi.

Diante dos desafios terapéuticos impostos pela CBM, é comum a adocgao
de abordagens terapéuticas combinadas, envolvendo a utilizagdo de multiplos
farmacos ou a associagao entre antifungicos e outras modalidades de tratamento,
COMO excisao cirurgica, 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 eficacia
de combinagdes farmacolégicas para o tratamento da CBM ainda sejam relativamente
escassos (Ji et. al., 2025; Coelho, Alves et. al., 2022; Yu et. al., 2008), a pratica clinica
frequentemente recorre a associagéo de antifungicos sistémicos, especialmente em
casos de doenca extensa, refrataria ou recidivante. Essa estratégia visa potencializar
a eficacia terapéutica, ampliar o espectro de agao, reduzir a dose isolada de cada
agente e, possivelmente, retardar o surgimento de resisténcia. Assim, ainda que a
base experimental sobre sinergismo farmacologico na CBM seja limitada, sua
aplicacao pratica € amplamente reconhecida nos protocolos empiricos adotados em
areas endémicas. Diante disso, 0 método tabuleiro de xadrez ou checkerboard assay
€ amplamente utilizado como forma de avaliar se farmacos distintos possuem
atividade antagbnica ou sinérgica em diversos micro-organismos in vitro.

No presente estudo, a associagdo do ITR com a HQN, avaliada pelo
meétodo tabuleiro de xadrez, resultou em uma variagdo dos valores de CIM entre
0,0625 e 1ug/mL para o isolado FpJW, e entre 0,3125 e 0,25ug/mL para o isolado
FpBR. Esses resultados mostram uma redugdao nos valores de CIM quando
comparados ao ITR utilizado isoladamente, sugerindo um efeito potencial da HQN
como agente modulador da suscetibilidade fungica. Na revisdo sistematica conduzida
por Hellwig et. al. (2019), foi avaliada a combinagéo entre ITR e Terbinafina (TRB),
ambos antifungicos classicos, com resultados semelhantes: em oito isolados de F.
pedrosoi, a CIM da associagao variou entre 0,127 e 0,25ug/mL, indicando um perfil de
sensibilidade préoximo ao observado no presente estudo, mesmo que, neste caso, a
HQN nao seja tradicionalmente classificada como agente antifungico.

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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= 2ug/mL), passou a apresentar valores dentro da faixa de sensibilidade em algumas
das combinagdes com HQN. Apesar de a analise do indice de concentracgao inibitoria
fracionada (ICIF) ter indicado uma interac&o do tipo aditiva, e ndo sinérgica, a redugao
consistente das CIMs de ambos os farmacos na associacédo, em pelo menos 50% em
relagéo ao uso isolado, € um achado relevante. Tais resultados fortalecem a hipotese
desta tese de que a HQN pode atuar como agente adjuvante no tratamento da
Cromoblastomicose, contribuindo para aumentar a eficacia do ITR. Pressupde-se,
ainda, que essa associagao farmacologica possa permitir a redugdo do tempo de
exposicao ao antifungico sistémico, o que representa um avango importante no
enfrentamento da resisténcia e dos efeitos adversos associados ao tratamento
prolongado da doenca.

No presente estudo, a hidroquinona (HQN), mesmo utilizada de forma
isolada, demonstrou efeito fungicida sobre ambos os isolados clinicos de Fonsecaea
pedrosoi, conforme evidenciado pela razao entre a concentragao inibitéria minima
(CIM) e a concentracdo fungicida minima (CFM). Embora a HQN n&o seja classificada
como antifungico convencional, ha relatos na literatura sobre sua atividade
em Vibrio spp. € Candida albicans (Sathiyamoorthi et. al, 2023; Kim et. al., 2022).
Ainda que o mecanismo de agdo da HQN sobre F. pedrosoi nao esteja totalmente
elucidado, dados preliminares sugerem que sua agao pode estar relacionada a
interferéncia em componentes estruturais da parede celular. Nesse sentido, Pereira et
al. (2022), ao investigarem os efeitos do acido koéjico — conhecido inibidor direto da
tirosinase — em fungos do género Fonsecaea, observaram, in vitro, evidéncias de
desorganizagao e ruptura da parede celular apds inibicdo da melanogénese. Esses
achados reforcam a plausibilidade de que compostos que atuam sobre a via de sintese
da melanina, como a HQN, possam comprometer a integridade da parede fungica e
exercer efeito antifungico 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 farmaco de uso tépico,
com historico de aplicacdo segura na dermatologia humana, o que amplia suas
possibilidades terapéuticas. Dada sua ag¢ao fungicida observada in vitro, € plausivel

considerar que a HQN possa ser empregada, de forma isolada, em casos clinicos
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especificos, como em pacientes com contraindicagdo ao uso de itraconazol - farmaco
de primeira escolha no tratamento da Cromoblastomicose - a exemplo daqueles com
disfungdes hepaticas ou outras comorbidades que limitem o uso de antifungicos
sistémicos. Essa hipdtese, ainda que carega de validagdo clinica, abre novas
perspectivas para 0 manejo da doenga, especialmente em contextos em que o
tratamento convencional apresente restrigoes.

O mecanismo de acdo descrito para a HQN baseia-se no bloqueio da
tirosinase, enzima fundamental para a melanogénese. Trata-se de um agente
amplamente utilizado no tratamento do melasma e de outros disturbios
hiperpigmentares (Lipsker e Lenormand, 2019; Nordlund, Grimes e Ortonne, 2006;
Pazyar et al., 2019; Tehranchinia, Saghi e Rahimi, 2018). A seguranca e a eficacia da
HQN como despigmentante tépico ja estdo bem estabelecidas, com seu uso clinico
remontando a década de 1960 (Searle, Al-Niaimi e Ali, 2021). Os efeitos adversos
mais comumente relatados incluem irritagdo local e eritema. O efeito colateral mais
grave, embora raro, € a ocronose exogena, um disturbio paradoxal caracterizado pelo
acumulo de pigmento na epiderme, geralmente associado ao uso prolongado
(superior a 12 meses) e a concentragoes elevadas da HQN (acima de 5%) (Charlin et
al., 2008; Ishack e Lipner, 2022), motivo pelo qual seu uso deve ser realizado sob
supervisao meédica.

Entretanto, é importante destacar que, no contexto da Cromoblastomicose,
a ocorréncia de ocronose pode ndo representar uma limitagao clinica significativa. Ao
contrario do que se observa no tratamento de afecg¢des estéticas como o melasma,
em que a hiperpigmentacao residual é indesejada, os pacientes com CBM
frequentemente ja apresentam lesdes cronicas extensas e alteragdes pigmentares
persistentes, como cicatrizes atréficas e areas hipocrémicas resultantes do processo
inflamatoério e do uso prolongado de antifungicos sistémicos, como o itraconazol.
Dessa forma, a presenca eventual de ocronose em areas previamente acometidas
pode ndo comprometer o resultado terapéutico e nem impactar negativamente a
qualidade de vida do paciente. Essa consideracdo amplia a viabilidade do uso tépico
da HQN em casos especificos da CBM, especialmente como alternativa em pacientes

com contraindicagdes ao tratamento sistémico.
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Além disso, é importante ressaltar que a HQN é um farmaco de uso topico,
amplamente utilizado, geralmente nas concentragdes 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 pais, a
apresentacao comercial mais comum € de 40mg/g (4%), concentragao considerada
segura pelos estudos. E um medicamento de baixo custo e disponivel globalmente,
oferecendo a possibilidade de uma alternativa econémica para o tratamento da
Cromoblastomicose em associagdo aos antifungicos sistémicos, ou ainda, como
opgao isolada nos pacientes com contraindicagées ao uso de ITR. Esse achado,
portanto, € de extrema relevancia, especialmente no momento de crescente
preocupagao com a resisténcia antifungica, aventando uma possivel alternativa para
tratamento.

Ao avaliar a capacidade de branqueamento no fungo pelas drogas, a partir
da hipétese que o mesmo efeito encontrado em seres humanos pudesse ocorrer para
o fungo, a HQN oxidou, tanto em meio liquido quanto em meio solido, deixando o agar
amarronzado, interferindo na leitura comparativa com o controle. A melanina, em
humanos e fungos demaceos, ja esta estabelecida como importante fator de protecao
(Brenner e Hearing, 2008; Mora-Montes et al., 2022) e modelos animais ja foram
sugeridos como alternativas para avaliagdo da melanogénese, como 0 peixe-zebra
(Ferreira et al., 2023). A presenga de melanina na pele humana consegue bloquear a
profundidade que os raios UV atingem a pele, produzindo menor indice de
queimaduras (Marionnet, Tricaud e Bernerd, 2015). E recentes estudos, sugerem que
a melanina de fungos possa ser alvo de estudos para possivel uso como protetor solar
(Oh et al., 2021) e mesmo como bloqueadores da melanogénese em humanos (Silva
Sena et al., 2023), sendo possivel alternativa para tratamento de disturbios
pigmentares.

Ao avaliarmos os achados do teste in silico, que buscou evidenciar a agcao
do ATX na via de sintese da melanina humana, uma vez que o farmaco é
antifibrinolitico e esta sendo utilizado amplamente para o tratamento do Melasma com
efeito clareador, os resultados do docking encontrados fornecem novas perspectivas
mecanisticas sobre o papel da ATX na biossintese da melanina. Embora

tradicionalmente considerada um agente adjuvante no Melasma, com propriedades
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anti-inflamatdérias e antiangiogénicas, o ATX demonstrou potencial de ligagao direta a
alvos melanogénicos, com niveis de afinidade comparaveis aos do KOJ e da HQN —
dois bloqueadores diretos da tirosinase. Vale destacar que a formacéao consistente de
ligagbes de hidrogénio com residuos de tirosina nos alvos 7TUR e 2R24 sugere um
possivel efeito inibitério sobre etapas oxidativas no interior dos melanossomos,
contribuindo, assim, para sua atividade despigmentante por meio de um mecanismo
molecular anteriormente pouco explorado.

Melasma € uma desordem hiperpigmentar crénica reconhecida como uma
condicao clinicamente desafiadora para dermatologistas e pacientes (Artzi et al.,
2021), e atualmente esta bem estabelecido que a radiagado ultravioleta (UV), em
combinagdo com complexas interagdes dermoepidérmicas, predisposi¢cao genética e
influéncias hormonais, contribuem para o desenvolvimento desta condicdo
dermatoldgica multifatorial (Sarkar, Bansal e Ailawadi, 2020). A avaliagao clinica
mediante o Melasma Area and Severity Index (MASI), instrumento consagrado para
mensuragao de resposta terapéutica, demonstra variabilidade significativa em seus
resultados conforme o tratamento utilizado (Farshi, 2011; Rosario, Del et al., 2017). E,
atualmente, dispde-se de uma ampla gama de agentes farmacolégicos e abordagens
terapéuticas, incluindo microagulhamento com ou sem “drug delivery”, formulacdes
tépicas e tratamentos sistémicos (Banihashemi et al., 2015; Farshi, 2011; Malik, Hanif
e Mustafa, 2019; Saki, Darayesh e Heiran, 2018; Sarkar et al., 2002).

O ATX é um farmaco consolidado e amplamente utilizado em pods-
operatdrio, procedimentos ortopédicos e, inclusive, em cuidados pré-hospitalares por
seu efeito primario como antifibrinolitico (Chen et al., 2019; Gruen et al., 2023; Picetti
et al., 2019). Entretanto, no contexto do Melasma - embora considerada uma
indicagao off-label — o ATX tem sido associado a mecanismos de agao indiretos,
incluindo a modulagao da via plasmina-plasminogénio, a regulagao da angiogénese e
efeitos anti-inflamatdrios, como a redugao do eritema, por exemplo (Kim et al., 2016;
Neagu et al., 2022). Como resultado, sua utilizagdo na pratica dermatolégica vem
sendo crescentemente documentada como uma estratégia adjuvante eficaz na
otimizacao dos desfechos terapéuticos, tanto na administracao sistémica oral quanto
nas técnicas de microagulhamento (Wali e Parwani, 2019). Apesar de seu carater off-

label e dos desfechos clinicos encorajadores, a literatura atual carece de evidéncias
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robustas que comprovem um efeito direto do ATX sobre a sintese da melanina. Se o
efeito branqueador encontrado em humanos também ocorrer nos fungos e, dessa

forma, reduzir a viruléncia do fungo, torna-se também, opgéo de tratamento da CBM.

A analise do mapa de calor, que ilustra as energias de ligagdo das
interacbes moleculares, revelou que o ATX apresentou magnitudes de ligacao
comparaveis as da HQN e KOJ nos mesmos alvos. Soma-se a isso que os farmacos
apresentaram liga¢cdes de hidrogénio, quimicamente estaveis, com frequéncia
semelhantes entre si, além de haver ligagcao direta do ATX a tirosina, aminoacido
fundamental para a sintese de melanina, tal qual HQN e KOJ. Esses achados
reforcam a hipétese de que o ATX pode exercer um efeito direto na biossintese de
melanina, além dos mecanismos indiretos propostos e bem documentados na

literatura.

Adicionalmente, os controles experimentais de redocking confirmaram a
reprodutibilidade e robustez metodoldgica empregada, validando definitivamente os
achados computacionais. Os padrdes de afinidade molecular observados sustentam
a hipotese de que o ATX apresenta um perfil de interagao analogo ao KOJ e HQN,
inibidores classicos da tirosinase. Estes achados elucidam novos mecanismos de
agao do ATX na melanogénese, porém, como derivam exclusivamente de modelagem
computacional, exigem validacdo experimental. As limitagdes inerentes ao docking -
como a simplificacdo da dindmica molecular - ressaltam a necessidade de estudos
complementares combinando dindmica molecular avangada, ensaios bioquimicos e
modelos animais para confirmagdo fisiologica. Entretanto, representa um avango
significativo no campo, ja que investigagdes anteriores sobre o ATX n&o haviam
elucidado seu possivel mecanismo de acgao direta na melanogénese, e, associado aos
resultados encontrados na pratica clinica e ja relatados na literatura, sustenta a
manutengao do uso para tratamento do Melasma. Para a CBM, sao necessarios mais
estudos que demonstrem a acao desse farmaco na melanina fungica, uma vez que

no nosso estudo in vitro nao foi possivel concluir o efeito clareador.

Diante dos achados, torna-se relevante considerar o resultado encontrado
in vitro tanto para a acgéo isolada da Hidroquinona, com efeito fungicida, quanto na
combinagado com o ITR. Possivelmente a HQN possa ser um adjuvante no tratamento
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da CBM, associado ao ITR. Supdem-se que, através da agdo combinada, tendo a
HQN como adjuvante, seja possivel reduzir o tempo de tratamento, com um farmaco
de uso tépico, de custo baixo e com poucos efeitos colaterais. Nesse sentido, torna-
se necessaria a realizagdo de estudos clinicos para confirmagao dos achados e,
entao, referenciar este protocolo de tratamento para utilizagdo mundial. Além disso,
sugere-se, também, que outros estudos sejam realizados no intuito de melhorar o
entendimento quanto ao mecanismo de agdo da HQN nos fungos. A avaliacdo de
viruléncia, fagocitose e efeito direto da célula fungica, ndo realizados nesse estudo
por limitagdo de estrutura e recursos, sera fundamental para sugerir o
reposicionamento desta droga no mercado. Em relagdo ao ATX, até o momento, &
possivel concluir que a simulagao in vitro, foi capaz de comparar 0 mecanismo de
acao ao KOJ e a HQN. Somando-se aos resultados clinicos e as publicacdes atuais,
os achados deste estudo sugerem que o ATX possa ser mantido como opgao
terapéutica no tratamento do Melasma, porém, para CBM, ainda sao necessario novos

testes.
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7. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o presente estudo in vitro demonstrou que a
hidroquinona (HQN) apresenta efeito citotoxico relevante sobre ambos os isolados
clinicos de Fonsecaea pedrosoi, conforme evidenciado pelos valores de concentracio
inibitéria minima (CIM), mesmo nao sendo um farmaco originalmente indicado para
uso antifungico. Esses achados indicam o potencial da HQN como uma nova
alternativa terapéutica para a Cromoblastomicose (CBM), com possiveis aplicagdes
futuras também em outras micoses. Embora nao tenha sido possivel confirmar, neste
estudo, a agao despigmentante da HQN nos isolados de F. pedrosoi, o efeito fungicida
observado sugere uma nova fungao farmacoldgica para essa molécula, reforcando a

hipétese de seu reposicionamento.

Além disso, a avaliacdo da associacao entre HQN e itraconazol (ITR)
revelou um efeito aditivo nas diferentes concentragdes testadas, o que evidencia a
possibilidade de utilizagdo da HQN como agente adjuvante ao tratamento antifungico
convencional. Essa combinagdo podera representar uma estratégia terapéutica
promissora, especialmente em casos refratarios, em pacientes com contraindicagoes
ao uso prolongado de antifungicos sistémicos, ou ainda como forma de reduzir o
tempo de exposigdo ao ITR. Assim, este estudo amplia a compreensédo sobre o
potencial terapéutico da HQN e abre caminho para investigagdes clinicas futuras que

possam validar seu uso isolado ou associado no manejo da Cromoblastomicose.

Adicionalmente, no ensaio de clarificagdo da melanina, observou-se que o
tubo contendo HQN na concentragao de %4 da CIM associada ao ITR em 1/32 da CIM
apresentou redugado do crescimento de Fonsecaea pedrosoi quando comparado ao
tubo controle, sugerindo uma ac¢do combinada mesmo em concentracoes
subinibitérias. Embora sejam necessarios ensaios clinicos para validar a eficacia
terapéutica desses achados in vivo, é relevante destacar a originalidade dos
resultados, que propdéem uma nova perspectiva terapéutica para a
Cromoblastomicose. AHQN, portanto, apresenta-se como um farmaco com vantagens
significativas: ampla disponibilidade no mercado, baixo custo, aplicagéo topica, perfil
de seguranga bem estabelecido e raros efeitos adversos quando utilizada sob

supervisdo adequada. Tais caracteristicas ampliam sua viabilidade no contexto clinico,
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particularmente como agente adjuvante ao Itraconazol, ou mesmo como alternativa
isolada em pacientes com contraindicagdes ao uso de antifungicos sistémicos, como
aqueles com disfuncbes hepaticas. Além disso, € plausivel supor que 0 uso
combinado da HQN com o ITR possa contribuir para a redugao do tempo total de
tratamento, o que traria beneficios ndo apenas clinicos, mas também econdmicos e
sociais, especialmente em areas endémicas. Considerando que a HQN é um farmaco
ja aprovado para uso humano e com toxicidade previamente estudada, os dados
obtidos nesta pesquisa oferecem uma base sélida para a realizacdo de estudos
clinicos imediatos que possam confirmar sua aplicabilidade no manejo da

Cromoblastomicose.

Ja para o ATX, néao foi possivel encontrar valor de CIM, pois em todas as
concentragdes testadas ndo houve 100% de inibicdo de crescimento fungico. Além
disso, o efeito branqueador encontrado em humanos, nao foi encontrado para o fungo
nas concentracoes testadas, contrariando a hipotese do estudo para este farmaco.
Entretanto, a partir do teste in silico, foi possivel evidenciar que o ATX possa agir
diretamente na via de sintese de melanina, com efeitos semelhantes ao encontrados
na Hidroguinona e no Acido Kdjico, dois farmacos com fungdo de bloqueio de
tirosinase ja estabelecidos. O ATX realizou ligagdes, in silico, diretamente no
aminoacido tirosina, assim como a HQN e o KOJ com semelhantes distancia, forca e
qualidade de ligagdes. Estes achados, embora necessitem de outros testes, como a
dindmica molecular, por exemplo, para confirmagdo dos efeitos encontrados na
dockagem e redockagem, dao suporte para a manutencdo do uso do ATX como
tratamento do Melasma, reforcando os efeitos clinicos de clareamento/

branqueamento das lesdes ja amplamente reportados na literatura.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Apos os resultados encontrados nesse estudo tem-se como perspectivas
futuras a conclusao da revisdo de escopo: “The variation in the minimum inhibitory
concentration (MIC) of antifungals used in the treatment of
Chromoblastomycosis (CBM)” ja registrada no OSFhome sob o identificador:
10.17605/0OSF.I0O/KG3SD; além do Brief Case: Chromoblastomycosis - tratamento

com ltraconazol e Imiquimode em paciente com Lupus Cutaneo subagudo, que

aguarda finalizacao do teste in vitro para avaliagdo da CIM e posterior tradugéo para
ser submetido a ASM Journals — Journal of clinical Microbiology. Os artigos
Hidroquinona como antifungico e Hidroquinona, uma op¢ao de tratamento

adjuvante em Cromoblastomicose? estdo em redacgao inicial.
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Abstract

Eackgroasmd, CARD is an adaptiwe protein m myeloid cells
that s important m the immene resporse bo minscelhlar
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with defects in the polarmation of T cells, increasing the
susceptibility and severity of ithe conditions in fungal
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(CEa} is still evet complenely elucidened.

Digjectives. Th main ohjective of this week was bo idesidy
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respones m pabenss with CEM,

Methods. Sequencing of the 12 exons of the CARDS gene
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prior o ireatment.

Resulte. A correlation was found betwesn severliy of the
condition presented by the patients asd the presence of the
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ey phasrved o seveme casex, hoth eelated to the Thl ard
TH17 peofils. However, no sigrificamt stakistic association
could be sstablished between the polarization of the iomune
respanss and the presence of the mutadion (pe0.0R).
Comclagions. The mutation Bas a signifeancly inceased
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Cappase Fammily Recrutiment Deoaain % (CARD} s oan
adaptive protein o myelood cells that = moportant in the
Ionrran & respanse o letracellular furgl and bacteria (B4 etal.,
2013, Ikis prodein is present o the Etrecellular cascade of
lnlJtlrl-plunllin.l_r.Ill.l (APCE] 1kt purherm L recognilion
of Fangal antigens by C-type lectin receptor (CLE} recognition
meclerules, CARD sctivates sraclear factor Kappa B {NF-kB),
which stimvalates e polariztion of SO+ cells: for a Thil and
Th1? response (Gross et al, 2006; LetbursdGot-Landmaem et
al., 2007 Zhoag et al., 2001E).

The CARDS paiia encodiz Lhi prolein; mulabiond in this
gers= have heen associabed with defects in the polarisstien of
T cells, increasing the suscepiibility and severity of the con-
ditions m fungal infections (Drummend =t al, 2018). Indec-
tons by Candida aikicens (Cetinkaya ef al., 2018, Drummend
et al., 2015; Glocker et al., 2009; Laptersder et al., 2013) and
by otter Candida speeciis (Drewniak o al., 2013; Lantesessr
et al., PN15] ix ansocisted with ncreased susceptisasty o re-
rurrenit or invarive infections, Thers are also reports of cares
of dermatophytosis, eg. Trchapkyton mestograpkater (Gru-
mach et al., 2015), and of dematiacesus fungal infections
st g Cowpnespora cossiimbs (Yan et ol , BO1E], Exspleiale spp.
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{Lanternier et al., 2015} and Phialophera verrucosa (Liang et
al., 2015}, Susceptibility to fungal infections is highly spedf-
ic, being particularly due to Condida species, dermatophytes,
and black fungi (Vaezi et al., 2018), while a common oppor-
tunist like Aspergillus is remarkably uncomemeon (Zhang et al.,

Regarding black yeasts, mutations in CARDS have been ob-
served in patients with phasolyphomycosis (Yan et al, 2016;
Lanternier et al., 2015; Liang et al., 2015; Zhang et al., 2017).
Liang et al. (2015} demonstrated that CARDS-deficient poly-
morphonuclear meutrophils (PMNs) is associated with de-
creased fungicidal capacity and decreased cytokines of Thl
and Thl7 profiles in a study with P verrucosa. Although P
werrLcosa is an occasional agent of CBM (Ahmed et al., 2021),
there are no focused reports in the literature on the assecia-
tion between mutations in CARDS in patients with CBM. CBM
i5 a cutaneous and subcutaneous disease caused by traumatic
inoculation of the agent in the hast tiesue. Due to the profile
of the affected population, the disease is considered occupa-
tional, and it has recently been included by World Health Or-
ganization (WHO) as a neglected disease (Queiroz-Telles et
al., 2017). Etiologic agents of the disease all are members of
the order Chaetothyriales, the main associated spedes being
Fonsecaga pedrosol and Cladephialophore carriowii. After im-
plantation into the tissues, these agents turn inte brownish
and septate cells called muriform cells. They are assumed to
be the main characteristic of the disease, which has a slow
evolution {Queirez-Telles et al., 2017). The immune response
has been strongly assoclated with the condition presented by
the patients, mainly the role of T-cell polarization, The Th1-
type response has been related to the milder conditions of
the disease, while patients with a Th2 response have a worse
prognosis (d'Avila et al., 2003; Gimenes et al., 2005). The role
of the Th17 response in thiz disease was also demonstrated
by Wathrich et al. {2015).

Chromoblastomycosis is considered a chronic disease
and studies have related the patient’s immune response to
the evolution of the disease and the response to treatment
{Queiraz-Telles et al., 2017: Purim et al., 20107). The rmmune
response in CBM is still not completely elucidated; there-
fore, studies on the immune mechanisms assocated with
the clinical course of the disease are needed. In this scenario,
the main objective of this work was to identify mutations in
CARDS and their association with an immune response in pa-
tients with CBM.

Materials and methods

Samples

The experiments were carried out in the University Federal of
Parand (UFPR) Microbiology laboratory. For this study, blood
samples (n = 23) were collected from patients diagnosed
with CBM (Table 2) at the Reference Center for Infectious
and Parasitic Diseases (CREDIF) of the Federal University
of Maranhio (UFMA). The study was submitted to the
ethics committes of UFMA (approval document nuember:
1.276.347). Patients in this evaluation signed the consent
form, and the samples were sent to the Federal University of
Parand (UFPR).

DNA extraction

The whole blood samples with anticoagulant (EDTA)
were subjected to genomic DMA extraction using the
Purelink Genomic DMA kit {Invitrogen, Waltham, MA,
U5A) according to the manufacturer’s instructions. The
extraction quality was checked using a NanoDwop® 1000
spectrophotometer (Thermeo Fisher Scientific, Waltham, MA,
U5 A} and by electrophoresis in 1% agarose gel (Invitrogen).

Oligonucleotide design

Spedific primer oligenudeotides for the CARDS gene were
constructed from the genetic sequence available in the
Ensembl] database (ENSGOOGO01ETTIE), with the ald of the
SnapGene Viewer program, with the following parametars:
(a) size of the primers between 18 and 24 base pairs, (b)
ratio between purine bases and pyrimidines between 40 and
60%, (c} annealing temperature of up to 72°C (Lorenz, 2012),
After the construction of a possible sets of primers, inter-
and intramolecular complementarity was verified using the
platform of the websites IDT (Integrated DNA Technologies,
wierw idvdna. com/calefanalyzer) and PCR Primer Stats (wwiw.
bicinformatics.org/sms2} and evaluated for specificity
through Primer BLAST (www.nchinlm nihgov). For Exen
06 no specific primer pair was obtained; therefore, an extra
reverse primer was designed to obtain specificity in the
sequencing. The sequences of the oliponuclectide primers
and fragment zize and the specific conditions of annealing

uzesd are surnmarized in Table 1.

Amplification and sequencing reaction

PCR was standardized for the amplification of the coding
regions of the CARDS gene. The reaction was tested in several
conditions, using the recombinant Tag DNA Polymerase
enzymes (Invitrogen) and Tag Platinum (Invitrogen),
observing amplification only with the Tag Platinum enzyme.
The amplifications were performed under the following
conditions: 4.8 pl of sterile ultrapure water, 1.25 pL of 1x
buffer, 1.25 pL (1 pM) of each oligonuclectide initiator, 1.25
uL of dNTP (025 mM), 0, 2 L of Tag DMA Palymerase and
2 pL of the sample (20 ng / pl). The magnesium chloride
concentration varied for each primer (Table 1), The PCR of
each primer was performed in the Applied Biosystems 2720
Thermal Cycler programmed with an initial denaturation
condition at $4°C for 2 minutes, followed by 35 cycles with
a temperature of 94°C for 35 seconds, variable annealing
temperature [Table 1) for 30 seconds, 72°C for 1 minute,
extenzion phase at 72°C for 7 minutes and a final delay at
4°C, The PCR products were wisualized by electrophoresis
on a 1.6% agarose gel and were treated with polyethylene
glycol (PEG) for purification. The sequencing reaction was
performed using BigDye Terminator Cyce Kit v3.1 (Applied
Biosysterns, Foster Clry, CA, USA) using the following
conditions: 8 pl of ultrapure water, 0.75 L of BigDye, 0.75
pL of 5= sequencing buffer, 0.5 pl of primer and 2 pl per
FCR reaction. The reaction ocowrred under the following
conditions: 96'C for 2 minutes, 35 cydes of 96°C for 10
seconds, 52°C for 10 seconds, B2°C for 4 minutes. The
sequencing products were purified with ammonium acetate
and sequenced on the ABI Prism 3700DNA Sequencer DNA
Sequencer (Perkin-Elmer, Norwalk, Foster City, CA, UL5.A).
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Sequence and mutation analysis

The sequences were edited and analyzed using the BioEdit
program (Hall, 1937) and MEGA version 7 (Kumaretal., 2018).
Then, the sequences cbtained were compared with the wild-
type CARDS pene (Ensemb number: ENSGOOO00187798)
and the sequences deposited in the GenBank database
{MCRI). With the aid of the MAFFT program (Katoh et al.,
2002), alignment and visual inspection were performed with
the assistance of the MEGA v7 program. The analysis of the
sequences aimed to observe the presence of point mutations.
For each exon, samples from twenty-three patiemts with
differentclinical conditionswere sequenced totrackmutations.
To aszess the potential impact of the polymorphisms found,
the PolyPhen? platform was used (Adzhubei et al., 2010). The
platform predicts damage from missense mutations based on
data obtained from other databases. The result is reported
through a score ranging from 0.0 to 1.0, the result betwean
0.0 to 0.15 indicates mutations predicted as benipgn, between
0.16 to .85 are possibly harmful and between 0.86 and 1.0
are more confident as harmful, This score is alse illustraed
by the color system platform, where grean represents a result
predicted as benign and red as harmiful (http://genetics. bwh.
harvard. edu/pph/).

Clinical data and patient immune response
Theclinical datawas kindly provided by the Tmmunophysiclogy
Laboratory of the Federal University of Maranhio. For the
survey of clinical data, the criterion for classification of
lesiones (Carridn, 19500 and the severity of the condition was
adopted, considering the number, extent, and dissemination
of leslons as mild, moderate, or severe (Queiraz-Talles, 1997).
Measurement of cytokines was performed prior to treatment.
Thl /Th2 / Th1T responses were quantified for [L-2, [L-4, [L-
&, [L-10, IFN-y, THF-o, and IL-17, with the Cytometric Bead
Array kit (CBA) Mouse Thl / ThZ / Th1¥ Cytokine, using
plasma sample.

able 1. Oligonvcleciide primern for diferent reglons of the
CARDY gene,

Frimas Lequence bogmaniaze  Aneadisg
Temparahas
F = Ao a ST A GTC AT AT 0EA,
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Bl AAATSAMCACATCTCCGSOEA L
F = TEDGTATCIEGETGAC AT GG AT

B e 55
- CICTCCA G A AT, i
F - DGO AGLGIAOCTCAT T

e R - GOTCCTAGTICTOCTOCTIGS L

o F- ACACGORCACCATC TR A e
R = AMGHGGEC AMAATTTAATD

B0k F - GCAMT AT AT AMCTAC G 127 aph P
B = ATCCTCTGACAACTGCCTTCA THIpin
F = TCHOGAAGT O CAGTROC TG LA,

¥

Beonc B= ATCCTCTGRAC AR T IR CTCTOA Wiek e
F = AMNGGECAGCMEFEGMCAATTS

Eaeis D v
B - CCATCTIC A GT L GG AT
F - AGGGCACACGASTAGTICA

Esocn I8 100 TR BT
- G TR LA AR TG G O
P - GAAAGEAGAGICTACACIGEA

Bocn 11 T BT
R AL OAAECEETCETET Bt

e R et e e T Mspo BT

R - GoORAARCOGCOITITT

Statistical analysis

The univariate statistical analysis of variance (ANOVA) and
Tukey's parametric test were uzed to evaluate the corvelation
amidst mutations, dinical aspects, and THF-u and [L-6 levels.

Resulls

A total of 12 pairs of primer oligonuclestides (primers}
were designed for the exons of the CARDS gene from visual
inspection in the SnapGene Viewer program. Fig. 1 represents
the CARDS gene with the primers designed for cach gene
exon. For the study, a total of twenty-three samples (n =
23) from the patients with different clinical conditions were
selected, considering the mild, severe, and moderate groups
(Table 2), according to Queiroz-Telles (1957). Of the 12
exons present in the CARDS gene, changes in the sequence
were chserved only for exon 2. An exchange of the guanine
mucleotide for adenine was ocbserved at position 1638 of
the gene and 201 of the cDMNA (Fig. 2}, located in exon 2, in
twelve of the twenty-three sequenced patient samples. Out
of this, four were homozygous, being three severe and one
moderate, and eight were heterozygous, Le., one severe, six
mederate, and one mild Three of the 11 patients who did net
have the mutation were classified as severe, two as moderate,
and six as mild.

The mutation found is expressed by a missense change,
replacing the amino acid serine by asparagine at position 12
of the protein chain. This mutation iz deposited in the NCEI
with the reference rsd077515 and is called CARDS 512N,
Such a mutation is known te ocour with a frequency of 16.7%
in the Caucasian population and 9.7% in the Afro-American
population (Resentul et al,, 2004}, In silico, using the Poly-
Fhen? software, the mutation is expected to be benign, with
a score of 0.002.

Of the 23 patients, seven had the mild form of the dis-
eaze, nine had the moderate form, and seven had the severe
form. TNF-i was detected in one patient with mild form, six
with moderate form, and four with severs form (Table 2).
IL-5 was detected in twenty-two samples; the highest values
(10,000) were found in patients with moaderate (two) and
severe (one) forms, and patients with the mild form present-
ed in their maiority dosace below 50 neg/ml. Seven patients
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had detectable concentrations of IL-10, two with a mild form,
with a peak below 1 pg/ml, three patients with a moderate
form and peaks of up to 15 pg/mL, and two patients with a
severe form, one with a peak below 1 pg/ml and one with a
larger peak than 100 pg/ml.

Out of 9 patients with the mild form of the disease, 86%
had low cytokine expression (Table 2, Fig. 3), Patients with
the moderate and severe forms expressed mainly THF-u
and IL-6, out of which 44% of patients with moderate form
showed [‘Ii.g]'l concentration of TNF—G, while 57% of those
with the severe form had higher proportions of IL-6. Regard-
ing patients with the mutation at position 1,638 of the gene,
in exan 02, ne relation was found between cytokine concen-
tration and presence of mutations. However, a significant dif-
ference (p<0.05) was observed between patients with severe
and moderate disesse compared with those having the mild
form. Ameng the studied pepulation 53% showed this spe-
cifie mutation.

Discussion

The mechanisms imvobved in the innate and adaptive host
immune response in chromoblastomycosis are still undear,
but it has been suggested that the adaptive immune response
may reflect the condition presented by the patient with
CEM (Awvelar-Fires et al., 2013). The Thl response has been
identified as the one that corresponds to the best prognosis,
in patients as well az in mice models in which there iz a
spontanesus cure for CBM after a change from Th17 to Thl,
emphasizing that polarization of T cell has assoclation with
patient’s severity condition (Gimenes et al., 2005; Nébrega et
al., 2000; Teixeira de Sousa et al., 2006; Wang et al., 2013},

In the literature, the high levels of THF-a have been asso-
ciated with a more efficient immune response in CEM and
were observed in a more significant lesion regression peri-
od during treatment (LeibundGut-Landmann et al, 2007;
Gimenes et al., 2006). High levels of TNF-o are alse observed
i mice infected with Fonsecaea pedrosol (Wang et al,, 2013).
In the present study, the highest levels of this cytokine were
found in patients with moderate and severe forms, with low
or undetected levels of THF-a being observed in the mild
form, however statistical analysis showed no significance,
which might be related to the restrict number of patients an-
alyzed. This result was compatible with that demonstrated by
Gimenes et al, (2003) who observed no significant differences
in THF-a levels in patients with severe and mild forms of the
disease.

In the present study, increased levels of [FN-y were not
ohserved. However, Gimenes et al. (2005) found higher lev-
els of this cytokine in patients with the mild form of the dis-
ease, combined with Thl pelarization. D'vila et al. (2003)
observed similar polarization in patients with erythematous
atrophic plague, but only few cells expressed IFN-y. Polar-
ization towards Th2, characterized by higher levels of IL-10,
has been more ohserved in severe cases {D¥wvila et al., 2003;
Gimenes et al., 2005; Sousa et al, 2011). In the patlents of
the present study, few peaks of IL-10 were identified, most of
them being associated with moderate and severe cases, The
lowest concentrations of cytokines were found in patients

with mild conditions, while patients with moderate or severe
forms had very high peaks of more than one cytokine (Table
2, Fig. 3).

According to Xu et al. (2018}, exacerbated immune re-
sponses may be related to the persistence of fungl in the host
tizsue, and inoculation of muriform cells led to greater ex-
pression of IL-6 and THF-i. These authors also demonstrated
the rale of Th17 and Thl suppression in mice infected with
muriform cells. Similar data were found in the patients eval-
uated in this study, wherein 62.5% of the patients with mod-
erate and severe forms showed a higher expression of both
IL-6 and TNF-&t when compared to patients with mild form.
The most significant peaks of IL-6 and TNF-a occurred in
patients with moderate and severe disease forms, IL-6 was
detected in previous work done by Xu et al, (2018) as well as
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all 23 patients acconding to the severity of the disease.
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in the serum of the patients in the present study. Also, ac-
cording to Song et al, (2021}, THF-a impairment is associated
with infectione in CARDS mutated patients although in CEM
patients [FM-y levels were the most impaired. THNF-0 was
identified in most patients, especlally in those with moderate
and severe conditions. IL-17 expression was not observed in
any patient. Published data described a predominance of [L-
23, IL-17, and TGF-} markers in the tissue of patients with
CBM (Avelar-Pires et al., 2013}, Despite this, the expressed
levels were lower than in tissue from patients with paracoc-
ddisidomycosis and even in healthy patients. However, Silva
et al. (2014) demonstrated that only IL-17 indices were in-
creaged in samples from patients with CBM.

Wikthrich et al. (2015} demonstrated that the presence
of Thl and Thi7 cells is dependent on the Dectin-2 receptor
after in vitro and in vive stimulation with E pedrosal and iz
associated with CARDS pathway stimulation. [n stimulation
of human dendritic cells with F. monephora, the expression
of [L-6, IL-1f, IL-23, and IL-12p40 is mediated by the recog-
nition of fungal antigens by Dectin-1 and Mincle receptors
{Wiithrich et al., 2015). However, the Mincle receptor sup-
presses the induction of IL-12p35 expression by Dectin-1
thmug}: nuclEosame rzmndﬁl:ing, gzn.eang. Pnlari.ﬂl:i.nn for
Th2 (Wevers et al, 2014). Drummond et al. (2015) peinted
out the association between mutations in CARDS and defi-
clencies in the immune response to fungl. Regarding recog-
nition patterns, researchers demonstrated that E pedrosei is
firstly recognized by CLRs and that costimulation of Toll-like
receptors (TLR), with subsequent induction of proinflarma-
tory cytokines, is related with signaling through Syk/CARDS
pathway, centributing to improved immune response and
fungal clearance in mice (da Gloria Sousa et al., 2011). How-
ever, a relationship betwesn mutations in CARDS and more
severe cases of CBM has not been considered in the literature,
studies suggest that CARDS is almost exclusively assodated
with infections cawsed h:r Candida, dcrm:.tr.‘lph}rt:s, and black
yeast (Ahmed et al., 2021; Song et al., 2020).

Liang et al. (2015) demonstrated in vitre that cells with
mutations in CARDY had their fungicidal activity decreased
when exposed to Phialephora verrucosa conidia isolated from
patients with phaechyphomycosis, In patients, it has been
observed that mutations in CARDS are assocated with the
development of phasohyphomycosis caused by P verrucosa
{Song et al,, 2021} and by Exephialz spp. (Lanternier et al.,
2015). Some cases have been described where these black
yeast-like fungi caused CBM rather than phasohyphomycosis
{Ahmed et al, 2021).

According to the results obtained in this study, a muta-
tion was found in exon 02 of the CARDS gene, This mutation
had already been described in the literature, with the indica-
tion CARDS 512N (Zhernakova et al., 2008), Its frequency
ig 16.7% in the Cavcasian population and 9.7% in the Afri-
can American population. Although it is predicted as benign
by the PolyPhen2? software, the higher frequency observed
among CEM patients studied indicates a correlation. Howev-
er, authors point out that serine and asparagine, the two ami-
no acids involved in this substitution, have different proper-
ties, such as size, hydrophobicity, and phospherylation pe-
tential, and this would influence the function of the CARDA
protein (Rosentul et al, 2011; Xu et al, 2018). Considering

that the patients analyzed in this study didn't present any
underlying conditions it is possible to explore the correlation
between the presence of this mutation and severity through
whole genome or exome sequence approach. Bosentul et al.
(2011} have reported this mutation in cases of infection by
Candida spp. The authors did not find association between the
presence of the mutation with infected patients, with specific
clinical characteristics, or in witro or in Wie measurements of
cytokine concentrations. This result was similar to a study on
vulvovaginal candidiasis, pointing out that the CARDS 512N
mutation had a similar prevalence in patients and in the
control group (Rosentul ot al., 2014}, However, in a survey
of Aspergilius furmigetus infection in cells and knockout mice
with CARDS 512N, it was observed that the CARDS mutation
induces a Th2 response in bronchealveolar macrophages {Xu
et al, 2018). In mice with the mutation, an increase in IL-
4, IL-5, and IgE, a decrease in Thl cytokines (IL-12p40 and
IFM-y), and simdlar levels of Th17 cytokines were observed.
In the present study, IL-& levels were not detected in the pa-
tiemts, and [L-5 and [gE were not measured.

According to the results obtained in this stedy, it is sug-
gested that there is no significant association between the
severity of the lesions and the presence of mutations in the
analyzed patients. This suggests that other endogenous and
exogenous factors {patient's age, occupation, history of cu-
taneous traurna, tme from onset of symptoms to diagnosis,
symptoms, among others) may be related to the type of the
lesion of CBM disease (Santes et al,, 2021), However, there
was a significant difference (p<0.05) between patients with
severe and moderate disease compared with mild disease, in-
dicating that individuals with the mutation are more prone
to develop aggressive forms of the disease. The CARDS gene
also contributes to other non-fungal innate immune respons-
es, such as responses to intracellular bacterial infections, viral
EMA detection, and several inflammatory and auteimmune
diseases (Holliday et al., 2018).

Conclusion

The mutation found in this study corresponds to the exchange
of the guanine nuclestide for adenine at position 1,638 of the
gene and 201 of the cDNA. Thiz translates into the exchange
of the amine acid serine for asparagine at pesition 12 of the
protein chain. As reported earlier, the CARDS 517N mutation
has a significantly increased prevalence in the studied
population cormpared to the healthy population. This mutation
is suggested to be benign by software that predicts the impact
of amino acid changes to the host. However, our study shows
that the scourrence of the CARD-9 mutation is associated with
clinical aspects of patients with CEM. According to the data
analyzed here, there was an association between severity of
the condition presented by the patients and the presence of
the mutation, but there was no association with polarization
of the immune response or type of injury. From these data,
the mutation cannot be exclusively related with deficiency of
cellular response in patients with CBM, but other factors are
likely to be involved. Although patients incuded in this study
were not related, the restricted number of patients does not
allow inferences about impact of race or ethnicity; this would

C

20

79



One Health Mycology

CARDS amd chromablastomypcasis

require a larger exploration of affected population to be
considered, The high presence of the mutation in the studied
population, larger than among asymptomatic individuals,
indicates an asseciation with CBM, but its exact role remains
enigmatic,
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Ainda durante o andamento do doutorado foi publicado o suplemento oficial
do ISHAM (International Society for Human and Animal Mycology) na revista Medical
Mycology, ISSN 1460-2709, do poster apresentado em 2022, com o titulo
“Paracoccidioidomycosis severe: Bizarre presentation in the face”, acessado pelo link:
https.//doi.org/10.1093/mmy/myac072.P160.
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Introduction: Paracocadioidomycosis 15 a systemic mycosis caused by the dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis.
The disease s restricted to Latin America. It 1s the principal systemic mycosis i Brazl, with higher incidences in the southern,
southeastern and central regions.

Objectives: It's to report a case of paracoccioidomycoss with a bizarre presentation on the face.

Case Report: A 54-year-old male farmer from Acailandia, Maranhdo, with a history of an extensive ulcerated lesion that
started i the mght wing of the nose. After & months of evolution, the lesion had already spread reaching the nasal and oral mu-
cosa, evolving with acute respiratory failure, requining tracheostomy (Fig.1). He was referred to the Cancer Hospital for a biopsy,
which was referred for pathological examination, showing an intense inflammatory infiltrate consisting of lymphocytes, histio-
cytes, neutrophilis with grant, multinucleated cells that phagocytize refrigerant bodies, compatible with paracocadioidomycosis.
Matenal sent for direct examimation and culture, showed positive for Paracoccidioides sp. After PCR amphification of the genetic
material and sequencing, P brasiliensis was identified. Chest tomography showed sparse ground-glass attenuation, but affecting
both lungs and radiodense striations in the lower lobes hilaterally. Treatment was established with Liposomal amphotenicin
B, with a good therapeutic response (Fig. 2). The patient was discharged from the hospital using itraconazole and stull upper
outpatient follow-up, with good healing of the lesions,

Conclusion: Paracocoidioidomycosis can get a severe presentation, distancing the physicdan from the diagnosis, showing
that in all these situations, simple tests, such as the direct examination of lesional material or sputum can elucidate the diagnosis.
We need to think about it in endemic area.
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Por fim, a apresentagao de péster eletrdbnico ocorreu no ano de 2021, no
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é sindbnimo de ser saudavel? Dados VIGITEL 2015-2019.
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Resumo

Objetivo: Avaliar se as pessoas que fazem atividade fisica suficiente podem ser consideradas sauddveis. Métodos: Os dados obtidos sdo do
inquérito populacional Vigitel. As frequéncias e propor¢des foram avaliadas pelo Teste Qui-Quadrado de Rao-Scott considerando amostra
complexa estratificada por regido brasileira no programa SPSS. Foram considerados sauddveis os individuos que ndo consumiram
refrigerante reqgularmente (< 5 vezes por semana), ingeriram frutas, verduras e legumes conforme a recomendacdo (> 5 vezes por semana) e
ndo apresentavam excesso de peso (sobrepeso ou obesidade). Resultados: Constatou-se maior percentual de mulheres consideradas ativas e
elevados numeros de distréficos segundo IMC, ou seja, cerca de 60%. Observou-se que apenas 10%, aproximadamente, dos individuos sdo
considerados sauddveis. Conclusdes: O presente estudo mostrou que, nos individuos com atividade fisica suficiente, somente um percentual
muito modesto foi considerado sauddvel.
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