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RESUMO 



 

 

SPADARI, C.C. Miltefosina como alternativa para o tratamento da criptococose: mecanismo 

de ação e nanopartículas de alginato como carreadores. 2018. 105 p.  Tese (Doutorado em 

Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

  

Estudos prévios apontam que a miltefosina (MFS) pode ser uma alternativa como agente 

antifúngico; possui amplo espectro de ação e perfil fungicida; porém apresenta alta toxicidade. 

O uso de sistemas carreadores de fármacos a base de alginato tem ganhado lugar ao longo da 

última década. Assim, o presente trabalho visa entender os efeitos fisiológicos da MFS sobre 

as leveduras de Cryptococcus spp.; e, também, desenvolver uma formulação da MFS em 

nanopartículas de alginato (MFS.Alg) e posterior avaliação da eficácia antifúngica in vitro e 

em modelo murino de criptococose. Nossos resultados confirmam a atividade fungicida da MFS 

sobre Cryptococcus spp. e, também, mostram o efeito pós-antifúngico. Os efeitos fisiológicos 

causados nas leveduras sugerem que a MFS aumenta a permeabilidade da membrana plasmática 

via interação com o ergosterol, e também afeta a membrana mitocondrial, produzindo espécies 

reativas de oxigênio, fragmentação e condensação do DNA, levando a morte celular via 

apoptose. Com o intuito de reduzir os efeitos colaterais da MFS esta foi incorporada em 

nanopartículas de alginato (MFS.Alg), a formulação foi padronizada e caracterizada, obtendo 

tamanho médio de 314,0 ± 32,6 nm, índice de polidispersão em torno de 0,30 e potencial zeta 

de -27,2 ± 3,01 mV. Além disso, essas nanopartículas incorporam 81,7 ± 6,64 % do fármaco e 

a liberação da MFS é lenta e prolongada. A grande vantagem da MFS em nanopartículas de 

alginato é a redução da toxicidade quando comparado com a MFS livre. A atividade antifúngica 

in vitro da MFS.Alg é semelhante e até 10 vezes maior quando comparado ao fármaco livre. 

Em contraste, no modelo de criptococose sistêmica em camundongos, tanto a MFS livre como 

MFS.Alg aumentam a sobrevida dos animais quando comparado com o grupo não tratado; 

porém, somente o tratamento com a MFS.Alg reduz a carga fúngica nos pulmões e nos cérebros. 

Com os dados deste trabalho conseguimos elucidar mecanismos de ação da MFS em leveduras 

de Cryptococcus e, também, propor o uso de nanopartículas de alginato com MFS incorporada 

como uma potencial alternativa para tratamento da criptococose.    

 

Palavras-chave: Criptococose. Miltefosina. Nanopartículas. Alginato. Antifúngicos.  

 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 



 

SPADARI, C.C. Miltefosine as an alternative for the treatment of cryptococcosis: action 

mechanism and alginate nanoparticles as carriers. 2018. 105 p. Thesis (Doctorate in 

Microbiology) - Institute of Biomedical Sciences, University of São Paulo, São Paulo. 

 

Previous studies indicate that miltefosine (hexadecylphosphocholine, MFS) may be an 

alternative as an antifungal agent once that it has broad spectrum of action and fungicide profile; 

however, it presents high toxicity. The use of alginate-based drug delivery systems has been 

gaining ground over the last decade. Thus, the present project aims to understand the 

physiological effects of MFS on yeasts of Cryptococcus spp.; and develop a formulation of 

MFS in alginate nanoparticles (MFS.Alg) and subsequent evaluation of the antifungal efficacy 

in vitro and in the murine model of cryptococcosis. Our results confirm the fungicidal activity 

of MFS on Cryptococcus spp. and show the post-antifungal effect. Physiological effects on 

yeast suggest that MFS increases plasma membrane permeability through interaction with 

ergosterol and affects the mitochondrial membrane, producing reactive oxygen species, DNA 

fragmentation and condensation, leading to cell death via apoptosis. The MFS.Alg 

nanoparticles were standardized and characterized, having a mean size of 314.0 ± 32.6 nm, 

polydispersity index around 0.30 and zeta potential of -27.2 ± 3.01 mV. In addition, these 

nanoparticles incorporate 81.7 ± 6.64 % of the drug and the release of MFS is slow and 

protracted. The great advantage of MFS in alginate nanoparticles is the reduction of toxicity 

when compared to free MFS. The in vitro antifungal activity of MFS.Alg is similar and up to 

10 times greater when compared to the free drug. In contrast, in the systemic cryptococcosis 

model in mice, both free MFS and MFS.Alg increase the survival of the animals when 

compared to the untreated group; however, only the treatment with MFS.Alg reduces the fungal 

load in the lungs and in the brains. With the data of this study, we elucidated the action 

mechanisms of MFS in Cryptococcus yeasts and also proposed the use of alginate nanoparticles 

with incorporated MFS as a potential alternative for the treatment of cryptococcosis. 

 

Key words: Cryptococcosis. Miltefosine. Nanoparticles. Alginate. Antifungals. 

  



 

1 INTRODUÇÃO  

A criptococose é uma infecção oportunista comum em pacientes com infecção avançada 

por HIV e, também, pode acometer pacientes imunocompetentes. A taxa de mortalidade é 

inaceitavelmente alta, principalmente em países de média e baixa renda. Além disso, os agentes 

antifúngicos disponíveis são poucos, sendo a anfotericina B e suas formulações lipídicas, 

fluconazol e a combinação de anfotericina B e 5-fluorocitosina as terapias indicadas para a 

criptococose. No entanto, o uso desses antifúngicos é limitado por problemas de toxicidade e 

perfis de resistência dos fungos aos antifúngicos disponíveis, além de alto custo.  

Diante deste panorama, fica evidente a importância de novas terapias para o tratamento 

de criptococose. O processo de descoberta e desenvolvimento de medicamentos requer mais de 

10 anos, em média, e a taxa de sucesso é muito baixa. Uma estratégia para novas terapias é o 

reposicionamento de fármacos usados em outras doenças, que tem as características 

farmacocinéticas e de segurança em humanos estabelecidas e vantagens em termos de custo e 

eficiência no tempo. A miltefosina (hexadecilfosfocolina) é um fármaco utilizado no tratamento 

de câncer de mama e leishmaniose visceral e cutânea. Estudos prévios apontam que a 

miltefosina pode ser uma alternativa como agente antifúngico, pois possui amplo espectro de 

ação frente a diferentes espécies fúngicas e perfil fungicida, porém apresenta alta toxicidade 

comparável a anfotericina B. Além disso, pouco é sabido sobre o mecanismo de ação da 

miltefosina em células fúngicas patogênicas.  

O uso de sistemas carreadores de drogas vem sendo amplamente utilizado para melhorar 

o fornecimento direcionado de fármacos, solubilidade, tempo de retenção no organismo, 

estabilidade de fármacos lábeis, liberação controlada da droga e maior biodisponibilidade e 

diminuir efeitos colaterais. Adicionalmente, o alginato, um polímero natural usado em sistemas 

carreadores, possui características de não ser tóxico, ser biodegradável, ter baixo custo, estar 

prontamente disponível, ser mucoadesivo, biocompatível e uma substância não imunogênica.   

Diante do exposto acima, acreditamos que a incorporação da miltefosina em sistemas 

carreadores de alginato possa contornar desvantagens de toxicidade e ser uma alternativa para 

o tratamento da criptococose. E, também, o estudo de mecanismo de ação da miltefosina em 

células fúngicas é um fator importante e pouco descrito na literatura.   

  



 

2 OBJETIVOS  

 

I - Avaliar a atividade antifúngica e os efeitos fisiológicos da miltefosina sobre leveduras de 

Cryptococcus spp.; 

 

II - Padronizar e caracterizar nanopartículas de alginato como carreador da miltefosina; avaliar 

o efeito tóxico e a atividade antifúngica frente a Cryptococcus spp.  

 

 

 

Com o intuito de facilitar o entendimento dos dados obtidos durante o doutorado, essa tese foi 

escrita em dois capítulos. O primeiro abordando o primeiro objetivo referente a atividade e 

mecanismo de ação da MFS sobre as leveduras de Cryptococcus spp., e o segundo contendo o 

objetivo referente a padronização, caracterização e atividade das nanopartículas de alginato com 

MFS incorporada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

3 REVISÃO BIBLIOGRAFICA 

 

3.1 Criptococose 

3.1.1 Agente etiológico  

Cryptococcus é um gênero de fungos basidiomicetos da ordem Tremellales, que são 

normalmente encontrados no solo (comumente contaminado com fezes de aves), árvores e 

madeira em decomposição (LIN; HEITMAN, 2006). Este gênero possui mais de 30 espécies 

distribuídas no ambiente, mas apenas 2 são comumente conhecidas por causar a criptococose 

em humanos: Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii (MAZIARZ; PERFECT, 2016).  

Historicamente, esses fungos podem ser classificados em 5 sorotipos (A, B, C, D e AD) 

com base em diferenças estruturais na cápsula polissacarídica. Cepas do sorotipo A, D e o 

híbrido AD pertencem a espécie C. neoformans, sendo o sorotipo A, C. neoformans var. grubii 

e o D, C. neoformans var. neoformans; e os sorotipos B e C pertencentes a C. gattii (HAGEN 

et al., 2015; MAZIARZ; PERFECT, 2016). Com o uso de técnicas moleculares esses fungos 

também foram classificados em 8 subtipos moleculares: C. neoformans var. grubii (sorotipo A) 

como VNI, VNII e C. neoformans var. grubii (sorotipo AD) como VNIII, C. neoformans var. 

neoformans (sorotipo D) como VNIV e C. gattii (sorotipo B) como VGI e VGII e C. gattii 

(sorotipo C) como VGIII e VGIV (KWON-CHUNG et al., 2014; MEYER et al., 2011). Em 

2015, com uso de analise filogenética de 11 locos genéticos uma nova proposta de classificação 

surgiu onde C. neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans se tornariam espécies 

separadas, sendo a variedade grubii equivalente a C. neoformans e a variedade neoformans ao 

C. deneoformans. E a espécie C. gattii seria dividida em 5 espécies: C. gattii, C. deuterogattii, 

C. bacillisporus, C. tetragattii e C. decagattii (HAGEN et al., 2015). No entanto, essa proposta 

de classificação tem gerado discussão no meio cientifico onde um grupo defende a antiga 

classificação em 2 espécies (KWON-CHUNG et al., 2017) e o outro é a favor da nova 

classificação (HAGEN et al., 2017). Depois de debates, ficou recomendado o uso de “complexo 

C. neoformans” e “complexo C. gattii”, reconhecendo a diversidade genética sem criar 

confusão (KWON-CHUNG et al., 2017). 

 

3.1.2 Epidemiologia 

A criptococose causada por C. neoformans tem distribuição mundial e a grande maioria 

dos pacientes com infecção sintomática disseminada são imunocomprometidos; já a infecção 

por C. gattii foi observada, inicialmente, como prevalente em regiões subtropicais e tropicais, 

porém estudos indicaram que a espécie se expandiu para zonas temperadas. É importante 



 

ressaltar que a criptococose causada por C. gattii é significativamente menos frequente no 

mundo (20 %) do que a causada por C. neoformans (80 %) (KWON-CHUNG et al., 2014). No 

Brasil, infecções por C. neoformans estão distribuídas, porém a maioria dos casos ocorrem nas 

regiões Sul e Sudeste, enquanto C. gattii está mais relacionado com infecções endêmicas no 

Norte e Nordeste, ocorrendo casos esporádicos nas demais regiões (CHEN; MEYER; 

SORRELL, 2014; TRILLES et al., 2008)   

Como uma infecção oportunista comum em pacientes com infecção avançada por HIV, 

a criptococose é a principal causa de meningite ocorrendo ~223.100 casos/ano e mais de 81 % 

de mortalidade (RAJASINGHAM et al., 2017). Essas mortes ocorrem mais na África 

subsaariana onde a mortalidade chega a 70 % (LIMPER et al., 2017), e representa de 13 a 40 

% de mortes em países com recursos limitados (ORGANIZATION WORLD HEALTH, 2011). 

A América Latina é a terceira região do mundo com a maioria dos casos. Nesta região, a 

criptococose representa a principal causa de meningite oportunista e a mortalidade continua a 

ser inaceitavelmente elevada (~55 %) (VIDAL et al., 2013). No Brasil, a taxa de mortalidade 

varia de 26 – 70 % (MEZZARI; WLIEBBELLING, 2013; MORA et al., 2012; SOUZA et al., 

2013). Em estudo recente foi observado casos de criptococose em 85 % dos pacientes HIV-

positivos, com taxa de 58,5 % de mortalidade mesmo com os pacientes recebendo tratamento 

(AGUIAR et al., 2017). Embora o aumento do acesso à terapia com antirretrovirais tenha 

resultado em uma redução substancial na incidência de meningite por Cryptococcus spp. em 

países de alta renda, essas infecções provavelmente se mantém como uma das principais causas 

de mortalidade relacionada com HIV em países de baixa e média renda, onde o tratamento 

antirretroviral é insuficiente/indisponível e tem início em fase avançada do HIV/AIDS (LOYSE 

et al., 2013). 

 

3.1.3 Infecção e Patogênese 

A infecção por Cryptococcus ocorre pela inalação de leveduras ou esporos presentes no 

ambiente, podendo causar a doença pulmonar, onde a infecção pode permanecer de forma 

latente ou oligossintomática por um longo período. Os casos podem evoluir com disseminação 

hematogênica, com predileção especial pelo sistema nervoso central (SNC). Adicionalmente, 

pode levar a infecções envolvendo quaisquer órgãos como a pele, os ossos, os olhos, os 

pulmões, a próstata ou o trato urinário, sinal grave de disseminação do fungo (Figura 1) (LIN; 

HEITMAN, 2006; LIN, 2009; O’MEARA; ANDREW ALSPAUGH, 2012; SLOAN; PARRIS, 

2014). A criptococose vem assumindo papel relevante por ser considerada uma das micoses 



 

mais comuns em pacientes com AIDS, produzindo lesões, principalmente, no SNC (LIN; 

HEITMAN, 2006).  

 

Figura 1. Ciclo de infecção de Cryptococcus spp.  

 

O fungo sobrevive no ambiente dentro do solo (comumente contaminado com fezes de aves) e 

árvores. A infecção pulmonar humana ocorre pela inalação de esporos ou leveduras dessecadas 

presentes no ambiente. O fungo pode se reativar a partir de formas latentes e se disseminar, 

tendo   predileção pelo sistema nervoso central (SNC) (LIN; HEITMAN, 2006).  

 

É importante ressaltar que a espécie C. neoformans atinge, principalmente, os pacientes 

imunocomprometidos, enquanto que a espécie C. gattii pode, também, acometer os indivíduos 

imunocompetentes. C. neoformans causa infecção principalmente no SNC e apenas 35 % dos 

pacientes tem infecção pulmonar; por outro lado, C. gattii dissemina menos no SNC e 

aproximadamente 70 % dos casos de criptococose causados por C. gattii incluem evidência de 

infecção pulmonar (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012). Cheng e colaboradores (2009) 

avaliaram as respostas do hospedeiro a C. neoformans (H99) e C. gattii (R265) em modelo 

murino e observaram que C. gattii suprimiu as respostas imunes do hospedeiro de forma mais 

eficaz do que C. neoformans sugerindo explicar parcialmente por que C. gattii infecta pacientes 

imunocompetentes mais prontamente do que C. neoformans (CHENG; SHAM; KRONSTAD, 

2009). Outro estudo observou em modelo murino de inalação que C. neoformans cresceu mais 

rapidamente no cérebro e causou morte por meningoencefalite, enquanto C. gattii cresceu mais 

rapidamente nos pulmões e causou a morte sem produzir meningoencefalite fulminante 

(NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012). No entanto, quando a infecção foi realizada por 

inoculação intravenosa C. gattii produziu meningoencefalite grave, demonstrando que as 

leveduras podem atravessar de forma eficaz a barreira hematoencefálica. Além disso, os autores 



 

observaram que leveduras de C. neoformans cresceram 10 a 100 vezes mais rápido que as de 

C. gattii no sangue ou no soro coletado e sugerem que a escassez de meningoencefalite por 

inalação de C. gattii pode ser em parte devido a um fator desconhecido do hospedeiro, 

juntamente com proteção imunológica que reduz a disseminação para o cérebro e promove a 

infecção pulmonar (NGAMSKULRUNGROJ et al., 2012).  

 Os pacientes com meningite criptocócica apresentam como sintomas, mais tipicamente, 

dor de cabeça, estado mental alterado, bem como febre, náusea e vômito. Muitos pacientes 

desenvolvem deterioração da visão e paralisia do nervo ótico (frequentemente devido ao 

aumento da pressão do líquido cefalorraquidiano). Sem tratamento a doença progride e os 

sintomas se estendem à confusão, convulsões, redução do nível de consciência e, 

eventualmente, coma (SCHWARTZ et al., 2018; WILLIAMSON et al., 2016). Muitos 

pacientes também tem infecção pulmonar concomitante embora, nos pacientes com HIV, isso 

seja frequentemente negligenciado ou diagnosticado erroneamente como tuberculose. E em 

pacientes sem infecção por HIV a apresentação clínica pode ser influenciada por respostas 

imunes do hospedeiro em particular e pelas espécies de fungo ou diferenças de linhagem. Além 

disso, em pacientes com HIV a duração média desde o início dos sintomas até a apresentação 

da doença é de 2 semanas, enquanto que em pacientes sem HIV é de 6 a 12 semanas 

(WILLIAMSON et al., 2016).  

Além dos humanos, Cryptococcus spp. pode causar infecções em uma ampla gama de 

animais domésticos e selvagens. C. neoformans já foi identificado em invertebrados inferiores, 

como amebas, nematóides, baratas e ácaros que habitam o solo, até mamíferos superiores. Os 

gatos são os animais mais frequentemente infectados com o envolvimento do trato respiratório 

superior e inferior, granuloma subcutâneo e infecções disseminadas. Os cães podem apresentar 

sintomas semelhantes, mas o envolvimento do SNC é mais comum. Além disso, tem sido 

relatada criptococose causadora de mastite em animais leiteiros e infecções respiratórias em 

equinos (SEYEDMOUSAVI et al., 2018). Já C. gattii foi isolado de diferentes espécies de 

animais, incluindo gatos, cães, mamíferos marinhos, furões e lhamas nas regiões afetadas pelo 

surto que começou na Ilha de Vancouver e, posteriormente, se espalhou para as regiões 

Noroeste do Pacífico dos Estados Unidos. Infecções no trato respiratório superior e massas 

subcutâneas foram as lesões primárias mais frequentes, mas em vários casos o SNC, o tecido 

linfático, os pulmões, a cavidade oral e os olhos foram afetados. Entre os animais de estimação, 

observou-se um maior número de acometimento do SNC em cães, enquanto massas 

subcutâneas foram mais frequentes em gatos (SEYEDMOUSAVI et al., 2018). 

 



 

3.1.4 Fatores de virulência 

Dentre os principais fatores de virulência de C. neoformans e C. gattii, que contribuem 

para a patogênese da criptococose, destacam-se a termotolerância, os componentes da parede 

celular e da cápsula de mucopolissacarídeo, presença de melanina, a capacidade de adesão, a 

produção de enzimas como as fosfolipases, proteinases, esterases DNAses e ureases 

(CASADEVALL; ROSAS; NOSANCHUK, 2000; LIN; HEITMAN, 2006). Adicionalmente, 

a capacidade de formar biofilmes, a morfogênese e a produção de vesículas extracelulares tem 

sido relatadas como importantes aspectos para a patogênese e a disseminação da doença. 

Tanto no ambiente como no hospedeiro infectado, Cryptococcus produz uma cápsula 

polissacarídica característica, constituída principalmente pelos açúcares glucuronoxilomanana 

(GXM) e galactoxilomanana (GalXM). Esta cápsula pode proteger o fungo da dessecação 

ambiental e/ ou predadores naturais, tal como nematoides ou amebas. No hospedeiro, a cápsula 

tem muitas funções de proteção, incluindo a redução das respostas imunes por regulação 

negativa de citocinas inflamatórias, esgotando os componentes do complemento e inibição da 

capacidade de apresentar antígeno de monócitos. A cápsula pode também atuar como um 

escudo na parede da célula para regular a fagocitose pelos macrófagos. Uma vez no interior de 

macrófagos, a cápsula serve como um dissipador de espécies reativas de oxigênio geradas pelo 

hospedeiro, assim proporcionando defesas antioxidantes eficazes (O’MEARA; ANDREW 

ALSPAUGH, 2012). A espessura da cápsula varia de acordo com o microambiente ao seu 

redor, sendo que cápsulas com maior espessura contribuem mais para a sobrevivência de 

Cryptococcus no hospedeiro. Porém, linhagens acapsulares podem ser capazes de expressar 

virulência e causar criptococose em pacientes susceptíveis (ZARAGOZA; CASADEVALL, 

2004). 

O componente capsular, GXM liberado pela célula de Cryptococcus, é essencial para a 

formação de biofilme (MARTINEZ; CASADEVALL, 2005) uma característica associada com 

as infecções crônicas que resulta a resistência aos mecanismos imunológicos do hospedeiro 

(MARTINEZ; CASADEVALL, 2006a) e da ação dos agentes antifúngicos (MARTINEZ; 

CASADEVALL, 2006b). C. neoformans forma biofilmes em placas de poliestireno 

(MARTINEZ; CASADEVALL, 2005) e em materiais médicos-hospitalares, incluindo cateter 

de desvio arteriovenoso, fístula de diálise peritoneal, válvulas cardíacas e articulações protéticas 

(BANERJEE; GUPTA; VENUGOPAL, 1997; BRAUN et al., 1994; WALSH et al., 1986). O 

aumento do uso destes dispositivos para o controle da hipertensão intracraniana associada a 

meningoencefalite criptocócica realça a importância de se investigar as propriedades dos 

biofilmes de Cryptococcus. Autores têm mostrado que células do biofilme de C. neoformans 



 

são menos susceptíveis ao estresse ambiental, como calor, frio e exposição aos raios UV, 

quando comparados com as células planctônicas (MARTINEZ; CASADEVALL, 2007). Com 

avanços tecnológicos, estudos mostram alterações na expressão proteica do biofilme, quando 

comparado com células planctônicas, como o aumento de várias proteínas relacionadas ao 

estresse oxidativo, adesão celular, invasão no hospedeiro e regulação de metabolismo. As 

proteínas envolvidas no estresse oxidativo e relacionadas à invasão tecidual foram supra-

reguladas, contribuindo para a resistência e dispersão do biofilme (SANTI et al., 2014). 

A produção de melanina é um importante fator de virulência que confere ao patógeno 

resistência à fagocitose, termotolerância, proteção contra radiação ultravioleta e resistência a 

antifúngicos (NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003). Células fúngicas melanizadas 

apresentam menor susceptibilidade à anfotericina B e à caspofugina, interferindo na efetividade 

do tratamento para criptococose (VAN DUIN; CASADEVALL; NOSANCHUK, 2002). Esses 

pigmentos são de cor preta ou marrom e são resultado da atividade da lacase (BORAL et al., 

2018). Cryptococcus sintetiza a melanina quando substratos como L-DOPA, monofenol, 

difenol e esculina estão presentes e existe uma correlação positiva entre a atividade da lacase e 

a sobrevivência do fungo no líquido cefalorraquidiano humano (SABIITI et al., 2014). O 

cérebro é enriquecido em DOPA e, portanto, Cryptococcus pode usá-lo durante infecções 

cerebrais para se proteger de danos oxidativos (BORAL et al., 2018; LIU et al., 2008). 

Cryptococcus spp. produz várias lipases, proteases e DNases, durante o processo de 

infecção, essas enzimas degradativas contribuem para a virulência, destruindo os tecidos, 

promovendo a sobrevivência dos fungos e interferindo na efetividade das respostas imunes do 

hospedeiro (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015). Fosfolipases e proteases auxiliam na 

aderência, entrada e disseminação do fungo nos tecidos do hospedeiro por lisar componentes 

externos das membranas celulares e degradar proteínas como colágeno, imunoglobulinas e 

fatores do complemento (COLEMAN et al., 2011). A urease catalisa a hidrólise de uréia em 

amônia, a qual por ser tóxica para células de mamíferos enfraquece a parede endotelial da 

barreira hematoencefálica facilitando a entrada do patógeno no SNC (ALMEIDA; WOLF; 

CASADEVALL, 2015; OLSZEWSKI et al., 2004). 

 Vesículas extracelulares foram caracterizadas em diferentes fungos, elas estão 

relacionadas a diversos processos biológicos das células por conter várias enzimas envolvidas 

em vias metabólicas como a biossíntese de aminoácidos, o metabolismo dos ácidos graxos, e 

outros (ZAMITH-MIRANDA et al., 2018). Em Cryptococcus essas vesículas também têm 

relação com a patogênese, sendo responsáveis por exportar o componente 

glucuronoxilomanana (GXM) da cápsula, muitas proteínas associadas à virulência como lacase 



 

e urease e, também, RNA fúngico. Vesículas extracelulares mostram ter efeito sobre as células 

hospedeiras resultando em expressão de citosinas (TAYLOR-SMITH; MAY, 2016; ZAMITH-

MIRANDA et al., 2018) e têm demonstrado aumentar a invasão criptocócica do SNC (HUANG 

et al., 2012). Além disso, podem ter papel na comunicação patógeno-patógeno durante a 

infecção (BIELSKA et al., 2018).  

Outro fator importante na patogênese de Cryptococcus está relacionado com mudanças 

na morfologia das células. Normalmente a grande maioria das células encontradas durante a 

infecção são leveduriformes, no entanto há grande variação no tamanho dessas células. Células 

típicas de C. neoformans têm 5 a 7 µm de diâmetro, mas células de 50-100 µm podem ser 

encontradas in vivo, e são chamadas de “células titan” (TREVIJANO-CONTADOR; RUEDA; 

ZARAGOZA, 2016). As “células titan” são caracterizadas, além do tamanho, por serem 

poliploides, terem parede celular espessa e uma cápsula significativamente mais densa 

(MUKAREMERA et al., 2018). Essas alterações são importantes para a sobrevivência no 

hospedeiro pois reduzem a fagocitose, podem proliferar e produzir progênie de células 

virulentas de tamanho normal e essas células apresentarem reduzida suscetibilidade a fatores 

de estresse, fornecendo novos mecanismos para adaptação do hospedeiro e evasão imune. Além 

disso, as “células titan” podem sobreviver no hospedeiro por longos períodos de tempo, sem 

causar doença, como uma forma latente (TAYLOR-SMITH; MAY, 2016; TREVIJANO-

CONTADOR; RUEDA; ZARAGOZA, 2016).  

 

3.2 Antifúngicos  

Até a década dos anos 70 do século passado, os agentes antifúngicos disponíveis para 

terapia eram os polienos e 5-fluorocitosina (BUTTS; KRYSAN, 2012).  Com o surgimento 

maciço de doenças fúngicas associadas à AIDS na década de 1980 e ao uso crescente de terapias 

médicas imunossupressoras, houve a necessidade da busca de novos agentes antifúngicos 

(ODDS; BROWN; GOW, 2003). Atualmente, cinco classes principais de agentes antifúngicos 

são comumente usadas: azóis, equinocandinas, polienos, alilaminas e análogos de pirimidinas 

(CAMPOY; ADRIO, 2017). No entanto, o arsenal terapêutico é limitado por problemas de 

seletividade, alta toxicidade e perfis de resistência dos fungos aos antifúngicos disponíveis. No 

caso da terapia das criptococoses, é ainda mais reduzida, sendo a anfotericina B (AMB) e suas 

formulações lipídicas, fluconazol (FLC) e a combinação de AMB e 5-flucitosina (5-FC), as 

terapias indicadas (PERFECT et al., 2010).  

O tratamento da meningite criptocócica consiste em três fases: indução, consolidação e 

manutenção. As diretrizes da Sociedade de Doenças Infecciosas da América e da Organização 



 

Mundial da Saúde enfatizam a importância de fármacos fungicidas potentes durante a terapia 

de indução, sendo o regime primário indicado a AMB (0,7–1 mg/kg/dia) e 5-FC (100 

mg/kg/dia) durante 2 semanas. Como regimes alternativos quando o regime primário não está 

disponível é indicado uso de AMB (0,7–1 mg/kg/dia) ou suas formulações lipídicas: AMB 

lipossomal (3-4 mg/kg/dia) ou complexo lipídico de AMB (ABLC) (5 mg/kg/dia) durante 4 – 

6 semanas; AMB (0.7–1 mg/kg/dia) e FLC (800 mg/dia) por 2 semanas; ou FLC (800–2000 

mg/dia, preferencialmente 1200 mg/dia) durante 10 – 12 semanas. A fase de consolidação é 

realizada com uso de FLC (400 mg/dia) por 8 semanas; e a manutenção do tratamento com FLC 

(200 mg/dia) por 1 ano ou mais dependendo do paciente (MAZIARZ; PERFECT, 2016; 

PERFECT et al., 2010; SLOAN; PARRIS, 2014). Nos casos de criptococose pulmonar leve a 

moderada é indicado uso de fluconazol (400 mg/dia) por 6 a 12 meses; e quando a infecção é 

severa o paciente recebe o mesmo tratamento da meningite criptocócica (PERFECT et al., 

2010).  

A AMB pertence à classe dos antifúngicos poliênicos e possui um amplo espectro de 

ação. O primeiro mecanismo de ação descrito é a ligação da molécula de AMB ao ergosterol 

de membrana, induzindo a formação de poros e o sequestro de ergosterol, levando ao aumento 

da permeabilidade da membrana fúngica aos cátions (K+, Ca2+ e Mg2+), o que promove a rápida 

depleção de íons intracelulares e morte celular fúngica (MESA-ARANGO; SCORZONI; 

ZARAGOZA, 2012; NETT; ANDES, 2016). Também foi demonstrado que o AMB causa 

morte das células por induzir dano oxidativo; o aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

causam alterações em diferentes macromoléculas (proteínas, lipídios e DNA), causando danos 

celulares e morte (MESA-ARANGO; SCORZONI; ZARAGOZA, 2012; MESA-ARANGO et 

al., 2014). Apesar da AMB ser considerada antifúngico padrão ouro para muitas infecções, o 

seu uso tem sido limitado devido ao seu alto grau de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade 

(OSTROSKY-ZEICHNER et al., 2010).  

A flucitosina (5-fluorocitosina ou 5-FC) é um análogo de pirimidina que é importado 

para o citosol pela citosina permease fúngica e convertido em fluorouracil pela citosina 

desaminase. O fluorouracil prejudica a síntese de ácidos nucleicos (DNA e RNA), acabando 

por interferir na síntese proteica (NETT; ANDES, 2016; ODDS; BROWN; GOW, 2003). A 

atividade da 5-FC é limitada às leveduras patogênicas (Candida spp. e Cryptococcus spp.), mas 

seu uso em monoterapia não é indicado pois ocorre desenvolvimento de resistência 

rapidamente, frequentemente relacionada à diminuição da captação da droga pela citosina 

permease. Além disso, possui toxicidade para a medula óssea e toxicidade hepática (NETT; 

ANDES, 2016). O custo e a disponibilidade, também, são um desafio no uso da 5-FC que não 



 

está disponível em vários países, como África (LOYSE et al., 2013) e Brasil (AGUIAR et al., 

2017). 

Os agentes antifúngicos azólicos são divididos em duas classes, os imidazóis 

(clotrimazol, cetoconazol, miconazol e outros) e triazóis (fluconazol, itraconazol, voriconazol, 

posaconazol, isavuconazol) que são denominados de acordo com o número de átomos de 

nitrogênio no anel azólico. O principal efeito desses antifúngicos é inibir a 14α-desmetilação 

do lanosterol na via biossintética do ergosterol; em que há a depleção de ergosterol na 

membrana citoplasmática dos fungos e o acúmulo de esteróis tóxicos (do tipo 14α-metil-3,6-

diol) alterando a permeabilidade e fluidez e, consequentemente, inibindo o crescimento fúngico 

(NETT; ANDES, 2016; ODDS; BROWN; GOW, 2003). O fluconazol (FLC) é utilizado para 

tratamento/supressão prolongada da criptococose e, em locais com poucos recursos, a 

monoterapia com FLC constitui o principal tratamento primário, frequentemente resultando em 

desenvolvimento de isolados de Cryptococcus de suscetibilidade reduzida ao FLC por meio de 

pressões seletivas (CHEONG; MCCORMACK, 2013; SMITH et al., 2015). Normalmente essa 

resistência ocorre por mutação no gene ERG11 (CnCYP51) resultando na substituição do 

aminoácido G484S na enzima alvo e consequente alteração da afinidade do fármaco com a 

enzima; também a superexpressão do gene CnAFR1, que codifica bombas de efluxo na 

membrana e reduz a quantidade de FLC celular diminuindo a suscetibilidade (ESPINEL-

INGROFF et al., 2012). 

Existem pesquisas por novos compostos de origem natural ou sintética para ampliar o 

arsenal de agentes antifúngicos. No entanto, o reposicionamento de fármacos está se tornando 

um caminho cada vez mais popular na descoberta de novas terapias. Se refere ao 

estabelecimento de uma nova indicação para um fármaco que já tenha sido previamente 

aprovado para outra finalidade. O reposicionamento oferece benefícios atraentes, já que os 

perfis toxicológicos e farmacocinéticos foram estabelecidos anteriormente, acelerando o tempo 

de desenvolvimento e evitando custos substanciais associados a dispendiosos testes clínicos 

(TRUONG et al., 2018). 

 

3.3 Miltefosina 

A miltefosina (MFS) pertence à classe das alquilfosfocolinas, são ésteres de fosfocolina 

de álcoois alifáticos de cadeia longa (Figura 2). Sua fórmula molecular é C21H46NO4P, 

resultando em um peso molecular de 407,57 g/mol. A MFS é um composto anfifílico e 

zwiteriônico devido ao grupo amina quaternária carregada positivamente (permanentemente 



 

carregada) e ao grupo fosfóreo carregado negativamente. Além disso, é um composto cristalino 

e prontamente dissolúvel em solventes aquosos e orgânicos (DORLO et al., 2012a). 

 

Figura 2. Fórmula estrutural da miltefosina (MFS).  

 

Fonte: DORLO et al., 2012a 

 

Essa molécula foi sintetizada e avaliada, na década de 80, de forma independente como 

potencial droga antitumoral na Alemanha e como uma droga anti-Leishmania no Reino Unido 

(CROFT; ENGEL, 2006). Foram priorizados estudos da atividade da MFS em células de 

câncer, o que levou a aprovação de uma formulação tópica de MFS (Miltex®) como tratamento 

local para metástases cutâneas de câncer de mama (CROFT; ENGEL, 2006). Como a atividade 

antiparasitária também foi promissora in vitro sobre parasitas de Leishmania, estudos levaram 

a aprovação do uso oral da MFS no tratamento de Leishmaniose visceral na Índia em 2002 

(DORLO et al., 2012a). Atualmente, a MFS é efetiva em casos de leishimaniose visceral e 

cutânea e está aprovada, na administração por via oral, na Argentina, Bangladesh, Bolívia, 

Colômbia, Equador, Alemanha, Guatemala, Honduras, Índia, México, Paquistão, Paraguai e 

Peru; embora tenha problemas de toxicidade (CROFT; BARRETT; URBINA, 2005; 

PACHIONI et al., 2013; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015). No Brasil, em 2016, a MFS foi 

aprovada para tratamento de Leishmaniose visceral canina (Milteforan®). Além da atividade 

anti-Leishmania, estudos in vitro tem mostrado efeito contra outras espécies de protozoários 

como Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis, Schistosoma mansoni, Plasmodium 

falciparum, e amebas patogênicas Entamoeba histolytica, Naegleria fowleri, Balamuthia 

mandrillaris, e Acanthamoeba; além de atividade antibacteriana e contra o vírus HIV (BLAHA 

et al., 2006; DORLO et al., 2012a; EISSA et al., 2011; PACHIONI et al., 2013; WALOCHNIK 

et al., 2002; WERNSDORFER et al., 2001).  

Trabalhos demonstram que a MFS possui atividade antifúngica frente a diferentes 

gêneros de fungos (Tabela 1). Tong et al. (2007) mostraram atividade antifúngica da MFS sobre 

diferentes espécies de dermatófitos, enquanto Widmer et al. (2006) sobre espécies de Candida, 

Cryptococcus e Aspergillus Em 2013, Vila et al. demonstraram a atividade inibitória sobre os 

biofilmes de C. albicans, também observando inibição sobre biofilmes de C. albicans e F. 



 

Oxysporum em unhas e em biofilme causado por candidíase oral em modelo murino (VILA; 

QUINTANILHA; ROZENTAL, 2015; VILA et al., 2015). Recentemente, foi demonstrada a 

atividade antifúngica da MFS sobre Paracoccidioides spp., Histoplasma capsulatum, 

Coccidioides posadasii, Sporothrix spp., Fusarium spp., Aspergillus spp.,  Scedosporium spp. 

e Pythium spp.(BORBA-SANTOS et al., 2015; BRILHANTE et al., 2014, 2015; COMPAIN et 

al., 2015; IMBERT et al., 2014; ROSSI et al., 2017; LORETO et al., 2018).  

 

 

Tabela 1. Atividade inibitória da miltefosina (MFS) sobre diferentes gêneros de fungos.  

Fungo Faixa de CIM 

(µg/ mL) 

Referência 

S. cerevisiae 1 – 4 (ZUO et al., 2011) 

Candida albicans 0,5 – 4 (RAVU et al., 2013; VILA; 

QUINTANILHA; ROZENTAL, 2015; 

VILA et al., 2013, 2015; WIDMER et al., 

2006) 

Candida parapsilosis 2 – 8 (WIDMER et al., 2006) 

Candida glabrata 2 – 4 (RAVU et al., 2013; WIDMER et al., 

2006) 

Candida krusei 2 – 4 (RAVU et al., 2013; WIDMER et al., 

2006) 

Candida tropicalis 2 – 4 (WIDMER et al., 2006) 

Cryptococcus neoformans 0,25 – 4 (RAVU et al., 2013; WIDMER et al., 

2006) 

Cryptococcus gattii 0,5 – 2 (WIDMER et al., 2006) 

Aspergillus spp. 2 – 32 (BISWAS et al., 2013a; IMBERT et al., 

2014; WIDMER et al., 2006) 

Fusarium spp. 1 – 16 (BISWAS et al., 2013a; IMBERT et al., 

2014; VILA; QUINTANILHA; 

ROZENTAL, 2015; WIDMER et al., 

2006) 

Scedosporium spp. 2 - >32 (BISWAS et al., 2013a; COMPAIN et al., 

2015; IMBERT et al., 2014; WIDMER et 

al., 2006) 

Bipolaris australiensis 2 – 4 (WIDMER et al., 2006) 

Exophiala spp. 2 – 4 (WIDMER et al., 2006) 

Paecilomyces lilacinus 2 – 4 (WIDMER et al., 2006) 

Absidia corymbifera 2 – 16 (BISWAS et al., 2013a; WIDMER et al., 

2006) 

Rhizopus spp. 2 – 64 (WIDMER et al., 2006) 



 

Cunninghamella 

bertholletia 

2 – 4 (WIDMER et al., 2006) 

Mucor spp. 8 (BISWAS et al., 2013a) 

Rhizomucor sp. 2 (BISWAS et al., 2013a) 

Trichophyton spp. 

Microsporum spp. 

0.25 – 2 

0.25 – 2 

(TONG et al., 2007) 

(TONG et al., 2007) 

Sporothrix brasiliensis 0,5 – 2 (BORBA-SANTOS et al., 2015; 

BRILHANTE et al., 2014) 

Sporothrix  schenckii 1 – 2 (BRILHANTE et al., 2014) 

Sporothrix mexicana 1 – 4 (BRILHANTE et al., 2014) 

Sporothrix globosa 2 – 4 (BRILHANTE et al., 2014) 

Histoplasma. capsulatum 

(micélio) 

0,25 – 4 (BRILHANTE et al., 2014) 

Histoplasma capsulatum 

(levedura) 

0,125 – 2 (BRILHANTE et al., 2014)  

Coccidioides posadasii 

(micélio) 

1 – 4 (BRILHANTE et al., 2015) 

Paracoccidioides spp. 0,12 – 1 (ROSSI et al., 2017) 

Pythium spp. 0,5 – 4 (LORETO et al., 2018)  

 

 

Em células tumorais a MFS atua inibindo a proteína kinase C e a biossíntese de 

fosfatidilcolina e esfingomielina, mas o mecanismo de ação sobre os parasitas de Leishmania 

spp. ainda não está totalmente elucidado. Alguns estudos mostram que a miltefosina altera o 

metabolismo de lipídios e a composição das membranas de Leishmania spp., causa perturbação 

na homeostase de Ca2+, causa morte celular pelo processo de apoptose (via citocromo c 

mitocondrial e fragmentação do DNA) e, também, apresenta efeito imunomodulador no 

hospedeiro  (DORLO et al., 2012a; PINTO-MARTINEZ et al., 2018).  

Em fungos, poucos estudos de mecanismo de ação da MFS têm sido realizados. Widmer 

et al. (2006) demonstraram ação inibitória da MFS sobre a fosfolipase B1 (PLB1) por ser uma 

substância análoga aos substratos dessa enzima e um importante fator de virulência de C. 

neoformans. Em 2014, Biswas e colaboradotes, demonstraram que o efeito fungicida em 

Sacharomyces cerevisiae é causado pela quebra do potencial de membrana da mitocôndria e 

morte celular por apoptose via subunidade Cox9p do citocromo oxidase c (COX). 

Recentemente, grupos de pesquisa tem observado o rompimento da membrana plasmática de 

leveduras de Sporothrix brasiliensis (BORBA-SANTOS et al., 2015) e de Paracoccidioides 

spp. (ROSSI et al., 2017); e inibição da síntese do ergosterol em C. posadasiie e H. capsulatum 

(BRILHANTE et al., 2015). Além disso, estudos observaram a presença de grânulos de 



 

melanina em leveduras de S. brasiliensis (BORBA-SANTOS et al., 2015) e Paracoccidioides 

spp. (ROSSI et al., 2017) após a exposição com concentrações sub-inibitórias de MFS, 

sugerindo que esteja interferindo no metabolismo da melanina. MFS, de modo geral, apresenta 

amplo espectro de atividade e efeito fungicida; e desta forma, poucos estudos sobre mecanismos 

de resistência têm sido realizados. Entretanto, uma cepa de S. cerevisiae super-expressora de 

transportador de hexoses (gene HXT13) apresentou menor sensibilidade a MFS (BISWAS et 

al., 2013b). 

 Poucos estudos sobre a atividade antifúngica da MFS em modelos experimentais de 

infecção fúngica tem sido realizados. Widmer et al. (2006) demonstraram atividade in vivo em 

modelo de criptococose disseminada (infecção pela veia caudal e início do tratamento oral após 

1,5 h da infecção) em doses efetivas de 7,2 e 3,6 mg/Kg/dia, mostrando aumento da 

sobrevivência e redução da carga fúngica nos pulmões e redução da disseminação do fungo 

para o SNC quando comparado com grupo controle infectado não tratado. Por outro lado, 

Wiederhold et al., (2013) avaliaram a atividade da MFS em modelo murino de criptococose 

disseminada e de meningoencefalite criptocócica obtida por infecção diretamente no cérebro; 

entretanto, este fármaco não foi capaz de reduzir significativamente a mortalidade dos 

camundongos e a carga fúngica no cérebro (início do tratamento após 1 dia após a infecção). É 

sabido que a absorção pelo trato gastrointestinal da miltefosina é baixa (taxa de 0,36 h2) e que 

se liga às proteínas plasmáticas do soro (96-98 %), o que pode explicar, em parte, a falta de 

atividade in vivo observada neste estudo por haver apenas uma pequena fração da droga 

disponível no organismo para agir no local da infecção (DORLO et al., 2012a; WIEDERHOLD 

et al., 2013). Além disso, ainda permanece desconhecido se a MFS consegue passar pela 

barreira hematoencefálica (DORLO et al., 2012a), o que seria mais uma característica 

impeditiva no controle, principalmente, da meningoencefalite. 

Apesar de a MFS ser o fármaco de escolha para tratamento das leishmanioses, câncer 

de mama e muitos trabalhos tem demonstrado atividade antifúngica contra diferentes espécies; 

essa droga apresenta algumas desvantagens farmacocinéticas (como descritas em parágrafo 

anterior) e de toxicidade que pode dificultar a sua utilização. A elevada toxicidade como os 

efeitos gastrointestinais (náuseas, vômito, diarreia) estão relacionados com a administração oral 

da MFS e das propriedades detergente da droga que afetam a mucosa gastrointestinal. Outras 

toxicidades relacionadas com MFS, frequentemente, observadas estão associadas 

principalmente com os rins e o fígado. Níveis séricos elevados de creatinina e de ambas enzimas 

hepáticas alanina aminotransferase (ALT) e aspartatoaminotransferase (AST) tendem a 

aumentar nas primeiras semanas de tratamento. Adicionalmente, observa-se efeito teratogênico 



 

e elevada atividade hemolítica (similar a anfotericina B deoxicolato) (revisado por DORLO et 

al., 2012a). 

 

3.4 Sistemas carreadores de fármacos  

O interesse em formulações farmacêuticas, onde a liberação do fármaco pode ser 

controlada, vem aumentando constantemente nos últimos 50 anos. Na maioria dos casos o 

objetivo é criar um produto que mantenha um efeito terapêutico prolongado em uma frequência 

de dosagem reduzida (TØNNESEN; KARLSEN, 2002). Vários sistemas carreadores de 

fármacos têm sido empregados na pesquisa de liberação de fármacos para melhorar o 

fornecimento direcionado de medicamentos, solubilidade, tempo de retenção no organismo, 

estabilidade de fármacos lábeis, liberação controlada do fármaco e maior biodisponibilidade 

devido ao fato de que sistemas carreadores na faixa nanométrica são eficientes em atravessar 

barreiras biológicas além de minimizar efeitos adversos, incluindo riscos de toxicidade 

(JEEVANANDAM; CHAN; DANQUAH, 2016; KUMAR et al., 2013; PANDEY et al., 2005). 

Existem diferentes tipos de sistemas de liberação como dendrímeros, nanopartículas, 

lipossomas, nanoemulsões e micelas (JEEVANANDAM; CHAN; DANQUAH, 2016). As 

nanopartículas, por definição geral, variam em tamanho de 10 a 1000 nm e o fármaco é 

dissolvido, aprisionado, encapsulado ou ligado a uma matriz (HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 

2008). Essas por sua vez, podem ser nanocápsulas ou nanoesferas; nanocápsulas são sistemas 

vesiculares nos quais o fármaco está confinado a um núcleo liquido oleoso ou aquoso 

circundado por uma membrana polimérica, enquanto que as nanoesferas são partículas esféricas 

com um interior de matriz no qual o componente aprisionado é fisicamente disperso (PAQUES 

et al., 2014; SAHOO; LABHASETWAR, 2003) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 3. Representação de nanocápsulas e nanoesferas. 

 

Fonte: modificado de SAHOO; LABHASETWAR, (2003) 

 

Os sistemas baseados em polímeros têm atraído atenção significativa, pois oferecem 

diversas vantagens em relação as outras plataformas, principalmente devido à enorme 

versatilidade das matrizes poliméricas, que permite a adaptação das propriedades do 

transportador para atender à necessidade específica pretendida. Outras vantagens dos sistemas 

poliméricos incluem facilidade de produção, alta eficiência de encapsulação da molécula de 

interesse, proteção do fármaco contra degradação físico-química, flexibilidade de suas 

propriedades físico-químicas (como tamanho, carga superficial e hidrofobicidade), degradação 

lenta ou rápida do polímero e erosão do polímero em resposta a estímulos para controle 

temporal sobre a liberação dos fármacos (SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017; VOLTAN et al., 

2016).  

 As nanopartículas poliméricas podem ser preparadas com polímeros sintéticos como o 

ácido polilático (PLA) (TYLER et al., 2016), poli(ácido lático-co-glicólico) (PLGA) 

(THOMAS et al., 2016), óxido de polietileno (PEG), poli(acetato de vinila) (PVA) (LI et al., 

2015a); muitos polímeros naturais estão também sendo amplamente utilizados como alginato 

(ELSAYED; HUANG; EDIRISINGHE, 2015), quitosana (ISLAM; FERRO, 2016), gelatina 

(MAHOR et al., 2016) e dextran (GALLOVIC et al., 2016). Os polímeros naturais são 

vantajosos em comparação com os polímeros sintéticos devido à sua abundância na natureza, 

baixo custo de processamento, biocompatibilidade, biodegradabilidade, solubilidade em água, 

bioatividade e segurança ambiental (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2016; SUNDAR; KUNDU; 



 

KUNDU, 2010). Outra vantagem é que a estrutura dos polímeros naturais pode ser modificada 

para alcançar o efeito desejado (PAHUJA; ARORA; PAWAR, 2012). 

 

3.5 Alginato 

O interesse da comunidade científica pelo alginato para uso em sistemas de liberação de 

fármacos tem crescido ao longo da última década (SOSNIK, 2014). Ele é um polímero aniônico 

produzido por bactérias e algas marrons, constituído de ácidos α-L-gulurônico (G) e β-D-

manurônico (M) com os resíduos linearmente ligados por ligações 1,4-glicosídicas (Figura 4) e 

exibindo homosequências de cadeia de MMMMM e GGGGG, interdispersas com 

heterosequências de MGMGMG (SOSNIK, 2014; SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017). O peso 

molecular é na faixa de 32-400 kg/mol, e variações na proporção e arranjos em cadeia dos 

blocos M e G podem ser encontrados dependendo do tipo de alga marinha da qual o alginato 

foi extraído (CARDOSO; COSTA; MANO, 2016; SOSNIK, 2014).  

 

Figura 4. Estrutura molecular dos ácidos α-L-gulurônico (G) e β-D-manurônico (M) do 

polímero de alginato. 

 

Fonte: SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017.  

 

 

A extração do alginato de algas marrons é realizada com auxílio de soluções aquosas 

alcalinas, normalmente hidróxido de sódio, onde o alginato natural é convertido em alginato de 

sódio solúvel em água; esse extrato é filtrado e adicionado cloreto de sódio ou de cálcio para 

precipitar o alginato. Após purificação e conversões adicionais, o pó de alginato de sódio 

solúvel em água é produzido (LEE; MOONEY, 2012; QIN, 2008). Em peso seco, os teores de 

alginato obtidos são de 22 – 30 % para Ascophyllum nodosum, 25 – 44 % para Laminaria 

digitata, e 17 - 33 e 25 – 30 % para as frondes e caules, respectivamente, de Laminaria 

hyperborea (QIN, 2008). Outra fonte de alginato são bactérias Azotobacter e Pseudomonas que 

possuem a rota biosintética para produção desse polímero; no entanto, mesmo sob condições 



 

otimizadas de fermentação, os rendimentos de produção são bastante baixos (em torno de 4 

g/L) e o processo não é considerado economicamente viável para aplicações comerciais  

(REMMINGHORST; REHM, 2006). 

O alginato tem importantes características como não ser tóxico, ser biodegradável, ter 

baixo custo, estar prontamente disponível, ser mucoadesivo, biocompatível e uma substância 

não imunogênica (HOSSEINI et al., 2013; PAQUES et al., 2014). Outro fator importante é a 

habilidade desse polímero de formar estruturas tridimensionais quando em contato com cátions 

divalentes; esse mecanismo de gelificação é explicado pelo modelo “egg-box”, no qual um 

cátion divalente interage com 4 grupos carboxilas (–COOH) formando a estrutura 

tridimensional, podendo ser incorporado o fármaco desejado no interior dessa estrutura 

(SOSNIK, 2014). As partículas de alginato oferecem a flexibilidade de serem administradas 

por várias vias, incluindo a via oral, que continua a ser a mais indicada (PANDEY; KHULLER, 

2004a, 2004b). Também, são bem absorvidas pelas mucosas (MARTÍN et al., 2015; MARTÍN-

VILLENA et al., 2013) e possuem boa distribuição em vários órgãos, incluindo o sistema 

nervoso central (CHENG et al., 2012; HAQUE et al., 2014). 

 Além disso, agentes antifúngicos (azóis e polienos) têm sido incorporados em sistemas 

carreadores baseados em alginato, incluindo nanopartículas, micropartículas, hidrogéis, 

comprimidos e filmes, com grande sucesso mostrando resultados promissores in vitro e in vivo 

para atividade antifúngica, redução da toxicidade e da dose total do antifúngico usado no 

tratamento e melhor biodisponibilidade (Tabela 2) (SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017). Por 

exemplo, micropartículas de alginato contendo anfotericina B apresentaram melhor atividade 

no tratamento de candidíase sistêmica quando comparadas com o fármaco livre e, também, uma 

redução na dose total de medicamento utilizado para o tratamento (SANGEETHA et al., 2007). 

Econazol em micropartículas de alginato mucoadesivas foram efetivas inibindo o crescimento 

de C. albicans, sugerindo um efeito benéfico no tratamento de candidíase vulvovaginal com 

potencial redução na frequência de administração de doses (ALBERTINI et al., 2009). Martin 

et al. (2015) desenvolveram microesferas de alginato como transportadores de nistatina na 

mucosa oral para tratamento de candidíase oral e observaram ótimas propriedades 

mucoadesivas e efetiva atividade antifúngica. 

 

 

 

 

 



 

 

Tabela 2. Sistemas carreadores de fármacos à base de alginato para agentes antifúngicos, azóis 

e polienos.  

Antifúngico Carreador  Objetivo terapêutico 
Modelo 

experimental 
Referência 

Clotrimazol Nanopartículas de 

alginato 

Melhorar a 

biodisponibilidade 

In vivo (rato) (PANDEY et al., 

2005) 

 

Filmes de alginato, 

hidroxipropilcelulose e 

propilenoglicol 

Tratamento de candidíase 

vaginal 
In vitro 

(MISHRA; JOSHI; 

MEHTA, 2016) 

Econazol 
Nanopartículas de 

alginato  

Melhorar a 

biodisponibilidade 
In vivo (rato) 

(PANDEY et al., 

2005) 

 
Nanopartículas de 

alginato  

Potencial quimioterapêutico 

contra a tuberculose 
In vivo (rato) 

(AHMAD; 

SHARMA; 

KHULLER, 2007) 

Miconazol Tabletes de alginato Liberação lenta bucal  

In vitro e in vivo 

(voluntário 

humano) 

(MOHAMMED; 

KHEDR, 2003) 

Fluconazol 
Filmes de alginato e 

álcool polivinílico 

Overcome the problems of 

high drug dose requirement 

and toxicity 

In vitro e ex vivo  
(PATEL; SHAH; 

TIWARI, 2015) 

 

Microesferas de 

etilcelulose com fase 

interna de alginato 

Atividade contra C. 

albicans 
In vitro 

(MAITI et al., 

2009) 

 

Filmes e discos 

mucoadesivos de 

alginato 

Tratamento tópico para 

candidíase oral 

In vitro e in vivo 

(voluntário 

humano) 

(YEHIA; EL-

GAZAYERLY; 

BASALIOUS, 

2008, 2009) 

Voriconazol Gel de alginato  

Medicamento ocular contra 

C. albicans e Asperigillus 

fumigatus 

In vitro 
(PAWAR; 

EDGAR, 2012) 

Anfotericina 

B 
Nanoesferas de alginato  

Tratamento de candidíase 

sistêmica 

In vitro e in vivo 

(rato) 

(SANGEETHA et 

al., 2007) 

 

Nanopartículas de 

alginato glycol e 

quitosana  

Melhorar tratamento de 

leishmaniose visceral 

In vitro e in vivo 

(hamster) 

(GUPTA et al., 

2015) 

 
Filmes de alginato 

 

Tratamento de candidíase 

oral 
In vitro 

(COSSU et al., 

2015) 

 
Anfotericina B lipídica 

revestida com alginato 

Tratamento de 

leishmaniose visceral 
In vitro 

(SINGODIA et al., 

2011) 

Nistatina 

“beads”, micro- e 

nanopartículas de 

alginato incorporados 

em creme dental 

Tratamento de candidíase 

oral 
In vitro (REIS et al., 2015) 

 
Microesferas e hidrogel 

de alginato 

Tratamento de candidíase 

oral 

In vitro e in vivo 

(porco) 

(MARTÍN et al., 

2015) 

 
Micropartículas de 

alginato 

Tratamento de candidiase 

vaginal 
In vitro e ex vivo 

(MARTÍN-

VILLENA et al., 

2013) 

Fonte: SPADARI; LOPES; ISHIDA, 2017  

 



 

 

4 CAPÍTULO I 

 

Objetivo geral: 

Avaliar a atividade antifúngica e os efeitos fisiológicos da miltefosina sobre leveduras 

de Cryptococcus spp. 

 

Objetivos específicos: 

- Avaliar a atividade antifúngica da miltefosina sobre células planctônicas e de biofilme 

de Cryptococcus spp.; 

- Analisar o efeito pós-antifúngico da miltefosina sobre as leveduras Cryptococcus spp.; 

- Avaliar os efeitos morfológicos e fisiológicos da MFS sobre as leveduras de 

Cryptococcus spp.  

 

 

Este capítulo gerou o artigo “Miltefosine has post-antifungal effect and induces apoptosis in 

Cryptococcus yeasts” Submetido em 14 de fevereiro de 2018 e aceito para publicação em 18 

de maio de 2018 na revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy 

 

Autores: Cristina de Castro Spadari, Taissa Vila, Sonia Rozental, Kelly Ishida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

4.4 Conclusão  

 

- A MFS possui alto potencial como agente antifúngico contra a criptococose, devido 

aos baixos valores de concentração inibitória mínima em células planctônicas (CIM-P) tanto 

para isolados ATCC quanto clínicos de Cryptococcus spp. Além de atividade inibitória sobre 

as células em dispersão do biofilme; 

- Os valores de PAFE demostram que a MFS possui atividade inibitória sobre 

Cryptococcus spp. mesmo depois da retirada do fármaco após uma breve exposição; 

- A MFS causa várias mudanças nas leveduras de Cryptococcus spp. como a redução da 

espessura da cápsula; aumento da permeabilidade da membrana; danos nas mitocôndrias e 

consequente aumento de ROS e fragmentação e condensação de DNA, levando a morte do 

fungo por apoptose.  

  



 

5 CAPÍTULO II 

 

Objetivo geral: 

Padronizar e caracterizar nanopartículas de alginato como carreador da miltefosina; 

avaliar o efeito tóxico e a atividade antifúngica frente a Cryptococcus spp.  

  

Objetivos específicos: 

- Padronizar a produção de nanopartículas de alginato com miltefosina;  

- Caracterizar as nanopartículas de alginato com miltefosina por métodos microscópicos 

e físico-químicos;  

- Avaliar a atividade antifúngica in vitro das nanopartículas de alginato com miltefosina 

sobre células planctônicas de Cryptococcus spp.; 

- Analisar o efeito antifúngico in vivo das nanopartículas de alginato com miltefosina 

em modelo murino de criptococose. 

 

 

Parte dos dados deste capitulo gerou o depósito do pedido de patente no INPI sob nº: 

BR102017018011-5, data: 23/08/2017; título “Formulação farmacêutica, processo para 

preparação da formulação farmacêutica, e uso da mesma”. 

 

Inventores: Kelly Ishida, Cristina de Castro Spadari, Luciana Biagini Lopes, Fernanda Walt 

Mendes da Silva de Bastiani 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

5.4 Conclusão  

 

- O protocolo de produção das nanopartículas de alginato foi padronizado utilizando o 

método de emulsificação com gelificação externa, e obtidas nanopartículas com tamanho médio 

de 314,0 ± 32,6 nm, índice de polidispersão em torno de 0,30 e potencial zeta de -27,2 ± 3,01 

mV, com superfície regular e formas esféricas e/ou poliédricas irregulares;  

- A porcentagem de incorporação da miltefosina nas nanopartículas de alginato é de 81,7 

% ± 6,64 e ocorre uma liberação lenta e prolongada do fármaco quando avaliado in vitro; 

- Nanopartículas MFS.Alg avaliadas in vitro sobre células planctônicas de Cryptococcus 

spp. mostraram atividade antifúngica com valores de CIM semelhantes e até ~10 x mais altos 

que a MFS livre; 

- O uso de nanopartículas de alginato como carreador da MFS não causou hemólise, 

diminuindo a toxicidade quando comparado com o fármaco livre;   

- As nanopartículas de alginato com miltefosina (MFS.Alg) mostraram atividade contra 

criptococose sistêmica, aumentando a sobrevida dos camundongos infectados e diminuindo a 

carga fúngica no pulmão e cérebro.  
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