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RESUMO GERAL 

 

Aspergillus é um fungo ubíquo que pode causar uma variedade de síndromes clínicas, 

especialmente em pacientes imunossuprimidos. Esta pesquisa teve como objetivos caracterizar o 

perfil de carboidratos da parede celular de espécies de Aspergillus, avaliar a susceptibilidade 

antifúngica in vitro ao itraconazol e o efeito antifúngico de formulação lipossomal de itraconazol no 

tratamento de ceratite experimental por A. flavus. As lectinas usadas no ensaio foram wheat germ 

agglutinin (WGA), Ulex europeus agglutinin I (UEA I), peanut agglutinin (PNA) e concanavalina 

A (Con A) todas conjugadas a peroxidase. A metodologia utilizada na susceptibilidade antifúngica 

in vitro seguiu as condições descritas no protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory Standard 

Institute. Os lipossomas foram obtidos pelo método de hidratação do filme lipídico seguido de 

sonicação. Fêmeas adultas de ratos Wistar (pesando 200-220g) foram imunossuprimidas com 

apenas uma aplicação intraperitoneal de 150mg/kg de ciclofosfamida três dias antes da infecção 

com A. flavus na concentração de 10
7
 esporos/mL. Após 48h da infecção, os animais foram tratados 

com a formulação lipossomal. Para efeito de comparação um grupo de animais (n=6) foi tratado 

com o fármaco não encapsulado. Ao fim do experimento os animais foram avaliados quanto a: 

manifestações clínicas, unidade formadora de colônias (UFC/g) e exame direto/histopatológico. 

Nossos resultados mostraram que houve expressão de N-acetil-D-glicosamina na superfície da 

parede celular das espécies de Aspergillus analisadas em espécimes histopatológicas (cérebro e 

pulmão) e crescidos em meio de cultura batata dextrose ágar (BDA). Todas as amostras sensíveis ao 

itraconazol expressaram de moderada a alta concentração de N-acetil-D-glicosamina na parede 

celular. No estudo in vivo o grupo de animais tratados com o fármaco livre, um apresentou 

opacificação total da córnea, três apresentaram edema de córnea em dois quadrantes e dois 

apresentaram um pequeno edema. No grupo de animais tratados com a formulação lipossomal dois 

animais apresentaram edema de córnea moderada, um apresentou um pequeno edema e três animais 

não apresentaram qualquer lesão. No grupo de animais tratados com o fármaco livre foi possível 

quantificar de 2 a 13 UFC/g e visualizar estruturas fúngicas ao exame direto/histopatológico em 

todas as amostras de globo ocular. No grupo tratado com a formulação lipossomal metade das 

amostras avaliadas (três animais) não foi visualizado nenhum crescimento fúngico (cultura) e nem 

filamentos micelianos ao exame direto/histopatológico. Os resultados obtidos neste estudo indicam 

a formulação lipossomal do itraconazol apresenta uma atividade antifúngica significativamente 

maior do que o fármaco livre no tratamento de ceratite fúngica experimental por A. flavus em ratos 

Wistar.        

 

Palavras-chave: Itraconazol lipossomal, ceratite, Aspergillus flavus, carboidratos da parede celular.     
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ABSTRACT 

 

Aspergillus are ubiquitous fungi which can cause a variety of clinical syndromes, especially in 

immunosuppressed patients. Thus, the aim of this study was to characterize the profile of 

carbohydrates on the cell wall of Aspergillus species, evaluate the in vitro antifungal susceptibility 

to itraconazole and antifungal effect of the liposomal formulation of itraconazole in the treatment of 

experimental keratitis by A. flavus. The lectins used in the assay were wheat germ agglutinin 

(WGA), Ulex europeus agglutinin I (UEA I), peanut agglutinin (PNA) and concanavalina A (Con 

A), all conjugated with horseradish peroxidase. The methodology used in in vitro antifungal 

susceptibility followed the conditions described in the protocol M38-A2 of the Clinical and 

Laboratory Standard Institute. The liposomes were prepared by the lipid film hydration method 

followed by sonication. Adult female Wistar rats (weighing 200-220g) were immunosuppressed 

with an intraperitoneal injection of 150mg/Kg cyclophosphamide three days prior to infection with 

A. flavus at a concentration of 10
7
 spores/mL. After 48 hours of infection, animals were treated with 

the lipossomal formulation. For comparison a group of animals (n=6) was treated with the 

unencapsulated drug. At the end of the experiment the animals were evaluated for: clinical 

manifestations, colony forming unit (CFU/g) and direct examination/histopathological. Our results 

showed that expression of N-acetyl-D-glucosamine on the cell walls surface of Aspergillus species 

analyzed in histological specimens (brain and lung) and grown in culture medium potato dextrose 

agar (PDA). All samples sensitive itraconazole expressed moderate to high concentration of N-

acetyl-D-glucosamine on the cell wall. In vivo study the group of animals treated with free drug, 

showed a complete opacification of the cornea, three had corneal edema in two quadrants and two 

had a little edema. In animals treated with liposomal formulation two animals showed moderate 

corneal edema, one had a little edema and three animals showed no lesion. In animals treated with 

free drug could be quantified 2-13 CFU/g and visualizing structures fungal in direct 

examination/histopathology in all the samples of the eyeball. In the group treated with the 

liposomal formulation than half of the samples (three animals) was not viewed any fungal growth 

(culture) and mycelial filaments by the direct examination/histology. The results of this study 

indicate that the liposomal formulation of the itraconazole has an antifungal activity significantly 

greater than the free drug in the treatment of experimental A. flavus keratitis Wistar rats.   

 

Keywords: liposomal itraconazole, keratitis, Aspergillus flavus, cell wall carbohydrates. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A incidência de micoses oportunistas tem aumentado devido à crescente população de 

pacientes imunossuprimidos como transplantados, diagnosticados com neoplasias, hemopatias, 

diabetes, síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), pacientes idosos e outros. Apesar da 

existência de algumas opções para um tratamento eficaz, as infecções fúngicas invasivas são 

associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade (Lacaz et al., 2002; Nucci et al., 2010).    

 As características epidemiológicas das micoses oportunistas variam de acordo com a 

localização geográfica e o período do ano no qual a infecção é observada. O conhecimento 

epidemiológico das micoses em certas regiões é de importância tanto local como global uma vez 

que a migração das pessoas para diferentes partes do mundo está cada vez mais comum (Lima et 

al., 2005, Nucci et al., 2010, Keay et al., 2011).  

Aspergillus é um fungo ubíquo que pode causar uma variedade de síndromes clínicas, 

especialmente em pacientes imunossuprimidos. Este fungo tem emergido como um agente de 

graves infecções sistêmicas e oculares, e, portanto, ganhou importância considerável na saúde 

pública (Lacaz, 2002; Macêdo et al., 2009; Nucci et al., 2010). Vários fatores estão envolvidos na 

patogenicidade e na virulência desse microrganismo: a produção de micotoxinas, enzimas e outros 

metabólitos in vivo que podem causar lesões teciduais, a presença de melanina que protege o fungo 

de produtos oxidantes presentes nos tecidos e a capacidade de aderência e invasão do patógeno aos 

tecidos vivos (Lacaz et al., 2002; Kaur et al., 2008; Lima-Neto et al., 2009). 

A interação entre um fungo e o hospedeiro ocorre primeiramente ao nível dos 

glicoconjugados da superfície da parede celular. Assim, a caracterização dos carboidratos da 

superfície celular pode conduzir a uma melhor compreensão da adesão fúngica à célula do 

hospedeiro e aos mecanismos pelos quais o fungo evita e reage à ação do sistema imunológico e 

dos diferentes agentes antifúngicos (Bose et al., 2003; Lima-Neto et al., 2009). 

Os fármacos antifúngicos atualmente disponíveis atuam sobre alvos moleculares distintos 

como: inibição da síntese de DNA, mitose (através da ruptura do fuso mitótico), síntese do 

ergosterol no retículo endoplasmático, síntese da parede celular e ligação ao ergosterol na 

membrana plasmática fúngica (alterando a permeabilidade celular). Diante da semelhança entre a 

célula fúngica e a célula humana, os antifúngicos utilizados no tratamento de infecções micóticas 

podem ser tóxicos para as células do hospedeiro (Maertens; Boogaerts, 2000; Walsh et al., 2008). 

Uma alternativa que vem sendo utilizada para minimizar os efeitos colaterais dos antifúngicos é o 

desenvolvimento de formulações nanoencapsuladas (Zhang et al., 2010).         
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 A utilização de formulações antifúngicas nanoencapsuladas em lipossomas tem mostrado 

bastante eficiência no tratamento de infecções fúngicas experimentais e de pacientes. O 

desenvolvimento desse tipo de formulação é de extrema importância, pois, o uso controlado desses 

medicamentos pode diminuir as reações adversas no paciente, bem como pode minimizar o 

surgimento de cepas resistentes. Isso seria alcançado pelo melhor aproveitamento do fármaco tanto 

nos casos de infecções localizadas como principalmente nas disseminadas (Wagner et al., 2006; 

Zhang et al., 2008; Zhang et al., 2010). Nos casos das doenças micóticas, em que existem poucos 

agentes antifúngicos disponíveis para o uso clínico, esse controle se faz necessário. Os relatos de 

resistência aos antifúngicos vêm aumentando gradativamente a cada ano especialmente para os 

agentes de micoses oportunistas, como espécies de Aspergillus (Chandrasekar, 2005; Posteraro et 

al., 2006; Quiao et al., 2008).     

 Diante do exposto, esta pesquisa teve como objetivos caracterizar o perfil de carboidratos da 

parede celular de espécies de Aspergillus, avaliar a susceptibilidade antifúngica in vitro ao 

itraconazol e a eficiência da formulação lipossomal do itraconazol no tratamento de ceratite 

experimental por Aspergillus flavus.     
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1 Biologia e taxonomia de Aspergillus 

O gênero Aspergillus compreende uma grande quantidade de espécies cosmopolitas capazes 

de colonizar, degradar (ação enzimática) ou formar biofilmes em diversos tipos de substratos. 

Como a maioria dos fungos, estes se dispersam através de seus propágulos por ação dos ventos, 

chuvas e animais. Sua posição taxonômica é definida como pertencente ao Reino Fungi, Filo 

Ascomycota, Classe Plectomycetes, Ordem Eurotiales, Família Trichocomaceae, Gênero 

Aspergillus (Alexopoulos et al., 1996).  

Microscopicamente as espécies de Aspergillus caracterizam-se por apresentar conidióforos 

simples, com parede celular lisa, verrucosa ou espinescente, hialinos ou pigmentados, originados na 

célula-pé da porção basal. O conidióforo, em seu ápice, dilata-se em uma vesícula de forma variada 

(globosa, subglobosa e clavada), hialina ou pigmentada, das quais originam as fiálides. Estas 

fíálides podem ser classificadas como estreitamente unisseriadas, bisseriadas e unisseriadas na 

mesma vesícula (com predominância das primeiras) e estritamente bisseriadas (Raper; Fennell, 

1977; De Hoog et al., 2000).  

A cor e a forma das cabeças conidiais verificadas com o auxílio do microscópio 

estereoscópico no anverso (superfície) da colônia constituem elementos importantes na separação 

dos diferentes grupos do gênero Aspergillus. Na taxonomia clássica, as espécies de Aspergillus são 

identificadas pelo conjunto de características macroscópicas, devendo-se utilizar meios de cultura 

como o ágar-Czapek para o estudo da colônia, e microscópicas através da análise das estruturas 

fúngicas entre lâmina e lamínula. Meios especiais e presença ou ausência de luz natural são muitas 

vezes necessários para a obtenção de teleomorfos caracterizados pela presença de cleistotécio, ascos 

e ascosporos. Nestes casos, o fungo é classificado como teleomorfo e pertencente a um dos oito 

gêneros Emericella, Eurotium, Chaetosartorya, Neosartorya, Petromyces, Hemicarpenteles, 

Sclerocleista ou Fennellia (Raper e Fennell, 1977; De Hoog et al., 2000). 

Diante da grande importância econômica desse grupo de fungos, muitos pesquisadores de 

toda parte do mundo vem investigando e discutindo sobre os métodos mais eficientes para o 

reconhecimento e identificação das espécies de Aspergillus e seu teleomorfo. Além da análise 

macro e micromorfológica outros parâmetros vêm sendo utilizados nos estudos taxonômicos como 

a caracterização fisiológica (taxa de crescimento e produção de metabólitos secundários em meio de 

cultura) e molecular (análise do DNA) (Geiser et al., 2007; Bennett, 2010).       

Atualmente são conhecidas mais de 300 espécies de Aspergillus, contudo aproximadamente 

20 são consideradas patogênicas ao homem. Aspergilose pulmonar é a forma clínica mais comum e 

está associada à alta mortalidade em pacientes imunossuprimidos. Graças ao pequeno tamanho dos 
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seus conídios, estes podem ficar suspensos no ar durante longos períodos e assim serem inalados 

pelos hospedeiros (De Hoog et al., 2000).   

Em 1979, Staib e colaboradores verificaram que plantas ornamentais, muitas vezes presentes 

em quartos de pacientes hospitalizados, podem veicular esporos de A. fumigatus e A. niger. Essas 

duas espécies são as que mais se destacam nos casos de aspergilose pulmonar. Porém, observa-se 

um aumento progressivo da doença causada por outras espécies, como A. flavus e A. terreus, sendo 

este último bastante relatado como resistente a anfotericina B (Nucci e Marr, 2005).   

Outra característica, de importância médica, do gênero Asperillus é a capacidade de algumas 

espécies de produzirem micotoxinas (exs: aflatoxinas e ocratoxinas) em substratos como alimentos 

e bebidas. (Leal et al., 2010). Paterson et al. (1997) detectaram aflatoxina produzida por A. flavus 

em amostras de água coletada de uma cisterna. Leal et al. (2010) isolaram da água de bebedouros 

duas espécies conhecidas por produzirem micotoxinas A. flavus e A. niger. A exposição às altas 

concentrações desta toxina produz graves danos ao fígado, tais como necrose, cirrose hepática, 

carcinoma ou edema (Lacaz et al., 2002, Kaur et al., 2008). Sabe-se também que essas toxinas 

podem ser liberadas pelos fungos durante o parasitismo piorando ainda mais os danos causados em 

seu hospedeiro (Kaur et al., 2008).    

 

2.2 Aspergilose  

A aspergilose é uma micose causada por qualquer uma das diferentes espécies de 

Aspergillus, que acomete o homem e outros animais. A doença varia de acordo com a extensão das 

lesões, o tempo de evolução clínica, o tipo de órgãos afetados e o grau de resistência orgânica do 

hospedeiro (Lacaz et al., 2002).  

Essa micose de caráter oportunista assume particular importância clínica em 

imunossuprimidos onde a incidência das infecções fúngicas decorre de fatores intrínsecos ao 

hospedeiro como pneumopatias, cardiopatias, neoplasias, insuficiência renal crônica, transplantes, 

hemopatias e a síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA), e extrínsecos como uso de 

procedimentos invasivos, medicamentos imunossupressores assim como internamento prolongado 

em unidades de terapia intensiva onde a microbiota nosocomial é rica em propágulos de fungos 

(Weig; Reichard; Grob, 2001; García et al., 2005).  

A manifestação clínica mais freqüente é a aspergilose pulmonar, com o crescimento do 

micélio, denominados de aspergiloma ou “fungus ball”, geralmente assintomático exceto pela 

hemoptise (expectoração com sangue) ocasional; ou causando pneumonia disseminada crônica com 

expectoração, tosse e falta de ar (Lacaz et al., 2002; Lopes et al., 2004; Walsh et al., 2008).  

Sluyter publicou em 1847 o primeiro caso de aspergilose pulmonar fatal. Na necrópsia, 

foram observadas massas fúngicas em uma cavidade pulmonar e o fungo isolado foi identificado 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Aspergilose_pulmonar
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hemoptise
http://pt.wikipedia.org/wiki/Pneumonia


17 

 

 

como Aspergillus. Nas décadas seguintes uma série de casos de aspergilose pulmonar foi publicada 

(Pesle e Monod, 1954). Virchow, em 1856, descreveu em detalhes quatro casos em que os pacientes 

apresentavam diarréia, pneumonia, enfisema, carcinoma gástrico e concluiu que a infecção por 

Aspergillus foi secundária. 

Além da aspergilose pulmonar, outras formas clínicas vêm se tornando cada vez mais 

comum como a aspergilose cutânea (cistos), e a ocular (Lacaz et al., 2002, Walsh et al., 2008).    

Em 1967, Cahill e colaboradores relataram um dos primeiros casos de aspergilose cutânea 

primária disseminada. O paciente do sexo masculino, com 42 anos, egípcio vinha sendo tratado 

erroneamente para hanseníase wirchoviana por um período de dez anos. Após um exame 

microbiológico foi verificado que as lesões eram causadas pelo A. niger. Com a confirmação do 

diagnóstico o paciente foi curado com a administração de nistatina. Os autores enfatizam a 

necessidade de considerar as infecções micóticas cutâneas no diagnóstico diferencial de hanseníase. 

Vários trabalhos destacam que os principais fatores predisponentes para o desenvolvimento 

de aspergilose cutânea primária ou secundária são: pacientes portadores do Vírus da 

Imundeficiência Humana (HIV), queimaduras, neonatos, pacientes com câncer e transplantados 

(Burik et al., 1998; Klein; Blackwood, 2006; Nakashima et al., 2010; Tunçcan et al., 2011). Nos 

casos de infecção cutânea primária, muitos podem estar relacionados a lesões mínimas ou 

inaparente na pele, causadas por fitas adesivas de curativos, catéteres intravenosos, próteses e 

outros. Embora tais infecções sejam mais raras em pacientes saudáveis, estes também podem 

desenvolver aspergilose cutânea através de ferimentos cirúrgicos, por inoculação traumática ou pela 

exposição à alta concentração de esporos como ocorre em alguns trabalhadores rurais (Burik et al., 

1998; Nakashima et al., 2010).    

As infecções oculares por Aspergillus sp. vem se tornando cada vez mais comum, 

acometendo pacientes imunossuprimidos e imunocompetentes (Lacaz et al., 2002, Walsh et al., 

2008). O primeiro relato de caso de ceratite fúngica por Aspergillus sp. ocorreu em 1879 na 

Alemanha (Shukla et al., 2008). Segundo Shukla et al. (2008) até 1951, existiam apenas 63 casos 

descritos na literatura.    

Balakrishnan (1961) publicou um caso de ceratite por A. fumigatus em um agricultor que 

pode ter adquirido a infecção fúngica após um trauma ocular causado por grãos de areia. Estudos 

epidemiológicos mostraram que trabalhadores rurais estão sujeitos a esse tipo de infecção e que a 

ocorrência de ceratite fúngica nesso grupo de pessoas aumenta significativamente em períodos de 

colheita (Bharathi et al., 2003; Godoy et al., 2004).     

Após a sua instalação no tecido ocular, as espécies de Aspergillus podem infectar diferentes 

partes do olho causando esclerite, conjutivite, ceratite, canaliculite, endoftalmite e infecção orbital 

(Willermain et al., 2008). Em algumas circustâncias, como imunossupressão, esses fungos também 
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podem lesionar a órbita através da disseminação de uma infecção dos seios nasais (infecção sino-

orbital) (Willermain et al., 2008; Lambertucci et al., 2009). Nesses casos, a falta de diagnóstico 

precoce e tratamento com antifúngicos, essa infecção pode causar a perda do globo ocular do 

paciente e disseminar-se para outras partes do corpo como o cérebro levando-o a óbito (Willermain 

et al., 2008; Lambertucci et al., 2009).       

Aspergilose disseminada tem mal prognóstico e há poucos relatos sobre o envolvimento 

extra-pulmonar. Entretanto, esta forma apresenta diferentes manifestações clínicas de acordo com 

os órgãos e sistemas envolvidos entre estes; coração, rins, sistema nervoso central, trato 

gastristestinal, baço, fígado, e pâncreas (Hori et al., 2002; Verghese et al., 2004; Macêdo et al., 

2009). 

Em imunocompetentes, aspergilose desenvolve-se lentamente e raramente se torna severa. 

Todavia, em imunossuprimidos progride rapidamente e usualmente se torna fatal, sendo o 

diagnóstico e tratamento precoces, essenciais para sobrevida do paciente (Ayman et al., 2002; 

Walsh et al., 2008).  

O padrão ouro para o diagnóstico de aspergilose é a demonstração de invasão tecidual pelo 

microorganismo ao exame direto ou em estudo histopatológico (Hope et al., 2005; Freitas et al., 

2009). Entretanto, dependendo da condição clínica da doença, os estudos histopatológicos pode 

requerer um procedimento invasivo de difícil execução nos pacientes, principalmente nos 

imunossuprimidos. Além disso, técnicas moleculares não-invasivas para a detecção de antígenos de 

Aspergillus sp. (galactomanana) no sangue ou no lavado brônquico não estão bem definidas e 

apresentam aplicação prática limitada (Hope et al., 2005; Freitas et al., 2009). Alguns autores 

demonstraram inclusive que lesões da aspergilose pulmonar invasiva na tomografia 

computadorizada de tórax precedem a detecção sérica do antígeno galactomanana pela biologia 

molecular (Weisser et al., 2005).  

 

2.3 Terapia com itraconazol 

Ao longo da última década, houve uma expansão na pesquisa dos fármacos antifúngicos, no 

desenvolvimento de novos compostos e estratégias terapêuticas para o tratamento de infecções por 

Aspergillus spp (Patterson, 2005). Com base em vários estudos, os seguintes antifúngicos têm 

apresentado atividade in vitro, in vivo e clínico contra espécies de Aspergillus: anfotericina B 

(AMB) e suas formulações lipídicas (AMB complexo lipídico – ABLC, AMB lipossomal – L-AMB 

e AMB dispersão coloidal – ABCD), itraconazol, voriconazol, posaconazol e caspofungina (Walsh 

et al., 2008).  

O itraconazol, um triazólico desenvolvido na década de 1980, apresenta-se como primeiro 

azol com atividade antifúngica contra várias espécies de dermatófitos, leveduras, fungos dimórficos 
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e fungos filamentosos como espécies de Aspergillus (Figura 1) (Van Cutsem et al., 1984; Van 

Cutsem et al., 1987). Os compostos azólicos atuam sobre enzimas do citocromo P450 dos fungos 

bloqueando a demetilação do lanosterol e a síntese de ergosterol, alterando a permeabilidade da 

membrana celular e a viabilidade da célula fúngica (Figura 2) (Cowen e Steinbach, 2008). Muitos 

estudos têm demonstrado a eficácia do itraconazol no tratamento dos diferentes quadros clínicos de 

aspergilose bem como no uso profilático da infecção fúngica invasiva em pacientes 

imunodeprimidos (Tricot et al., 1987; Boogaerts et al., 2001; Glasmacher et al., 2006; Ito et al., 

2007; Wang et al., 2009). Os dados referentes às propriedades físico-químicas do itraconazol 

podem ser vistos na Tabela 1.  

Tricot et al. (1987) confirmaram que o itraconazol é mais eficiente do que cetoconazol na 

prevenção de infecções fúngicas oportunistas em pacientes com granulocitopenia e leucêmicos. A 

incidência de infecções fúngicas fatais por Aspergillus nesse grupo de pacientes foi 

significativamente maior entre os pacientes tratados com cetoconazol. Outro estudo realizado com 

esses antifúngicos em um setor pediátrico de hematologia e oncologia da Bélgica obteve resultados 

semelhantes (Ninane, et al., 1989).  

 

 

Figura 1. Estruturas morfológicas intactas de Aspergillus sp (A-B). Efeito da ação do itraconazol 

sobre as estruturas do fungo (C-D). Sp= esporóforo, V= vesícula, St= esterigma e S= esporo (Van 

Cutsem et al., 1984).  

 

Beule et al. (1988) avaliaram o efeito do itraconazol (50-400 mg/dia por 11-780 dias) em 

137 pacientes diagnosticados com aspergilose. Os resultados mostraram que 60% dos pacientes 

com aspergilose invasiva e 66% com aspergilose pulmonar crônica necrozante foram curados. Nos 

casos de aspergiloma, 62% apresentaram melhora clínica, constatada pelas imagens radiológica. 

Todos os casos de aspergilose cutânea foram curados após 158 dias de tratamento. Dois a cada três 

casos de acometimento ósseo, comprovado por biópsia, responderam a terapia com este 

antifúngico.  

Denning et al. (1989) concluíram que o itraconazol (400 mg/dia) é bastante eficiente no 

tratamento da aspergilose. Dos 15 casos avaliados, 11 responderam ao tratamento. A cura dos 

pacientes foi observada em quatro dos cinco casos de aspergilose pulmonar invasiva, dois de dois 
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casos de infecção óssea, um de dois casos de infecção pleural, um de um caso de infecção do 

pericárdio e um caso de onicomicose.  

Dupont (1990) obteve bons resultados terapêutico ao prescrever itraconazol (200-400 

mg/dia) para o tratamento de diferentes quadros clínicos de aspergilose. Ao total foram 49 

pacientes, sendo 14 com aspergiloma, 14 com aspergilose pulmonar necrosante e 21 com 

aspergilose invasiva. O itraconazol foi administrado após a falta de resposta terapêutica com 

anfotericina B e flucitosina. Dos 14 pacientes com aspergiloma, dois foram curados e oito 

apresentaram melhora clínica. Nos casos de aspergilose pulmonar necrozante, sete foram curados, 

seis os sintomas melhoraram significativamente e no tratamento da aspergilose invasiva 15 foram 

curados. Com base nesses resultados, Dupont conclui que o itraconazol pode ser uma alternativa no 

tratamento de aspergilose invasiva, aspergilose pulmonar necrosante e aspergiloma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mecanismo de ação dos tirazólicos: atuam sobre enzimas do citocromo P450 dos fungos 

bloqueando a demetilação do lanosterol e a síntese de ergosterol, alterando a permeabilidade da 

membrana e a viabilidade da célula fúngica (adaptado de Cowen e Steinbach, 2008).   

 

Denning et al. (1990) obtiveram ótimos resultados com a administração oral de itraconazol 

para o tratamento da aspergilose. Dos 15 pacientes diagnosticados (10 imunossuprimidos e cinco 

imunocompetentes) 12 responderam ao tratamento sendo oito imunossuprimidos. Segundo os 

autores esses resultados se comparam a administração parenteral do itraconazol.  

Segundo Van’t Wout et al. (1991) a terapia com itraconazol é mais eficiente contra as 

infecções fúngicas oportunistas por espécies de Aspergillus do que por Candida. Nos casos de 

candidíase o antifúngico mais adequado seria anfotericina B. Os resultados mostraram que 63% dos 

pacientes tratados com itraconazol (200 mg/duas vezes ao dia) apresentaram resposta clínica 

favorável. 

Hostetler et al. (1992) verificaram que o itraconazol apresentou uma excelente atividade 

antifúngica em pacientes portadores do HIV que desenvolveram aspergilose. A taxa de resposta 
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terapêutica dos pacientes com HIV foi de 86%, enquanto a dos pacientes não portadores do vírus 

foi de 80%. Os autores concluem que o itraconazol é uma alternativa terapêutica para infecções por 

espécies de Aspergillus.  

Pannelier et al. (1992) avaliaram a eficácia do itraconazol no tratamento de 22 pacientes 

diagnosticados com aspergilose sistêmica. Seis pacientes imunossuprimidos foram tratados com 

doses de 400 mg/dia enquanto os imunocompetentes com 200 mg/dia. Os resultados globais foram 

positivos em 19 casos (86%), sendo oito (36%) pacientes curados, nove (40%) com melhora 

significativa e dois (9%) moderada.    

Denning et al. (1994) constataram que a taxa de sucesso da terapia com itraconazol varia 

amplamente de acordo com a localização da infecção fúngica e da doença de base do paciente. A 

variação foi de 14% para aqueles com doenças pulmonares e brônquicas, 50% para doença sinusal, 

63% para doenças do sistema nervoso central e 44% para outros sítios corpóreos. Os autores 

concluem que as taxas de resposta terapêutica do itraconazol são comparáveis aos da anfotericina B.    

Annaloro et al. (1995) verificaram nos seus estudos com pacientes neutropênicos, que a 

administração de altas doses de itraconazol (400 mg/dia) e fluconazol (300 mg/dia) eram 

equivalentes na prevenção de micoses oportunistas por leveduras e fungos filamentosos. Dos 30 

pacientes tratados com fluconazol (50 mg/dia), um caso de aspergilose foi confirmado e outros dois 

apresentaram fortes suspeitas clínicas. 

Stevens e Lee (1997) analisaram 125 casos de aspergilose tratados com itraconazol e 

observaram que em 34 pacientes (27%) a resposta terapêutica foi completa, 45 (36%) melhoraram 

significativamente, 20 (16%) permaneceram sem alterações clínicas e 26 (21%) agravaram o quadro 

clínico. Foi verificado que o grupo de pacientes tratados por menos de duas semanas com o 

antifúngico teve o pior resultado. Segundo os autores essa análise suporta conclusões anteriores que 

as taxas de resposta ao itraconazol são semelhantes aos relatados para anfotericina B.  

Morgenstem et al. (1999) compararam a eficácia profilática de itraconazol e fluconazol para 

infecções fúngicas oportunistas em pacientes com doenças hematológicas submetidos a 

quimioterapia ou transplantes de medula óssea. Para a prevenção da aspergilose nesse grupo de 

pacientes, observaram que administração de itraconazol (5 mg/kg/dia) foi mais eficiente que 

fluconazol (100 mg/kg/dia). Por outro lado Huijgens et al. (1999) não observaram diferenças 

significativas no uso desses antifúngicos no tratamento profilático de aspergilose em pacientes 

neutropênicos e transplantados. 

Com o intuito de compreender melhor a importância preventiva do itraconazol nas infecções 

por espécies de Aspergillus, Kibler (1999) comparou a atividade desse antifúngico com fluconazol 

(100 mg/dia) e anfotericina B (2 mg/dia). Os resultados mostraram que o número de pacientes que 

desenvolveram aspergilose invasiva foi menor no grupo tratado com itraconazol (5 mg/dia).  
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Outro estudo comparativo realizado por Harousseau et al. (2000) também confirma que o 

itraconazol apresenta melhor atividade profilática do que anfotericina B. O tratamento preventivo 

dos pacientes foi iniciado simultaneamente com a quimioterapia e foi mantido até o fim do período 

neutropênico. Dos 281 pacientes tratados com itraconazol (2,5 mg/dia), cinco (1,8%) foram 

diagnosticados com aspergilose invasiva e dos 281 tratados com anfotericina B (500 mg/dia), nove 

(3,3%) foram confirmados com aspergilose. O número de óbitos também foi maior para o grupo 

tratado com anfotericina B (quatro mortes) do que com itraconazol (uma morte).  

Boogaerts et al. (2001) confirmaram a melhor eficácia da administração oral do itraconazol 

(100 mg/dia) na profilaxia de infecções fúngicas em pacientes neutropênicos do que ação 

combinada de anfotericina B (500 mg/dia) e nistatina. Dos pacientes tratados com itraconazol, 65% 

não desenvolveram nenhum tipo de micose oportunista enquanto que no grupo do polieno foi de 

53%.  

Caillot (2003) avaliou a eficácia terapêutica da administração intravenosa de itraconazol 

(200 mg duas vezes ao dia durante dois dias e depois uma dose por dia durante 12 dias) seguida 

pela administração oral (200 mg duas vezes ao dia por 12 semanas). O estudo foi realizado com 31 

pacientes imunossuprimidos com aspergilose pulmonar invasiva, sendo 21 destes previamente 

tratados com anfotericina B sem apresentar melhora clínica. Com base nos resultados, que 

mostraram 52% de sucesso terapêutico, o autor conclui que administração intravenosa de 

itraconazol seguida pela formulação oral é eficaz nos casos de aspergilose pulmonar invasiva 

refratário a anfotericina B.  

Winston et al. (2003) verificaram que a maioria dos fungos patogênicos oportunistas 

apresentavam mais resistência ao fluconazol do que itraconazol. Os resultados mostraram que 9% 

dos pacientes tratados com itraconazol (200 mg/dia) e 25% com fluconazol (400 mg/dia) 

desenvolveram micoses invasivas. Entretanto, a taxa de mortalidade foi semelhante entre os dois 

grupos com 45% para itraconazol e 42% para fluconazol. Os autores concluem que o itraconazol é 

mais eficiente que o fluconazol, principalmente, nos casos de profilaxia de longa duração. 

Gupta et al. (2005) diagnosticaram 43 casos de aspergiloma e 45 de aspergilose pulmonar 

crônica em pacientes com cavidades residuais de tuberculose e trataram com itraconazol (200 

mg/dia). Após três meses de tratamento, metade dos pacientes com aspergiloma e 85% com 

aspergilose pulmonar crônica foram curados. As espécies mais frequentemente isoladas pelos 

autores foram A. fumigatus, A. flavus e A. niger. 

Kalavathy et al. (2005) compararam a eficácia do itraconazol (0,1%) e natamicina (5%), 

aplicados topicamente, para o tratamento de ceratite por fungo filamentoso (Fusarium spp., 

Aspergillus spp. e Curvularia spp.). Os autores não verificaram diferença significativa entre as duas 

formulações no tratamento de pacientes acometidos por Aspergillus spp. e Curvularia spp.        
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Glasmacher et al. (2006) não observaram diferenças significativas entre o uso de itraconazol 

ou fluconazol na prevenção de infecções invasivas por espécies de Aspergillus em pacientes com 

doenças hematológicas. Dos 248 pacientes tratados com o itraconazol, dois (0,8%) desenvolveram 

aspergilose invasiva enquanto no grupo do fluconazol (246 pacientes) três (1,2%) casos foram 

confirmados. 

Para o sucesso do tratamento da aspergilose invasiva é primordial a inversão da 

imunossupressão como a redução da dose de corticosteróides ou a melhora do quadro de 

neutropenia. A duração da terapia com antifúngicos para a aspergilose pulmonar invasiva, ainda não 

está bem definida. Em geral, é recomendado que o tratamento de aspergilose pulmonar invasiva 

seja no mínimo de 6-12 semanas. Em pacientes imunodeprimidos, a terapia deve ser continuada 

durante todo período de imunossupressão e até que as lesões tenham regredido (Sipsas; 

Kontoyiannis, 2006).  

Segundo Greene et al. (2007) e Cornely et al. (2007), a terapia com antifúngicos em 

pacientes com fortes suspeitas de aspergilose invasiva deve ser realizado o mais breve possível 

enquanto é confirmado o diagnóstico.  

De acordo com Walsh et al. (2008) sem tratamento adequado, a aspergilose invasiva quase 

sempre progride para uma infecção fatal. Em pacientes neutropênicos, esta micose oportunista pode 

ser caracterizada pela presença de hemorragia e/ou uma necrose progressiva dos pulmões. Devido 

ao seu alto poder de disseminação, o fungo pode atingir outras estruturas intratorácicas como os 

grandes vasos e o coração.  

A monitorização regular da terapêutica de aspergilose invasiva inclui uma série de 

avaliações clínicas de todos os sintomas e sinais, bem como, o das imagens radiográficas. A 

freqüência com que devem ser realizadas essas avaliações não pode ser universalmente definida, 

sendo necessário individualizar com base na rapidez da evolução do quadro clínico e da acuidade de 

cada paciente (WALSH et al., 2008). 
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       Tabela 1. Propriedades físico-químicas do itraconazol. 

Nome químico 2-butan-2-yl-4-[4-[4-[4-[[(2''R*'',4''S*'')-2-(2,4-

dichlorophenyl)-2- (1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-1,3-

dioxolan-4- yl]methoxy]phenyl]piperazin-1-yl]phenyl]-

1,2,4-triazol-3-one 

 

 

 

Fórmula Estrutural 

 
 

Fórmula molecular C35H38Cl2N8O4 

Armazenagem Protegido da luz e umidade (15-25°C). Nestas condições, o 

prazo de validade é de 24 meses a partir da data de 

fabricação.   

Solubilidade: 

composto lipofílico, 

praticamente insolúvel 

em água e em soluções 

ácidas diluídas 

Solvente                                Solubilidade (mg/mL) 
Água (pH= 7)                          0,001 

Etanol                                     0,30 

Metanol                                   0, 71  

Acetona                                   2,0 

Polietilenoglicol 400                2,7 

Dimetilsufóxido                       16,0 

Tetrahidrofurano                     27,3 

Diclorometano                         239 

Cloroformio                              363 

pKa 3.7 

Coeficiente de partição 

(n-octanol/tampão 

aquoso pH= 8,1) 

5.66  

PM 705, 65 g/mol  

PF 166°C  

Biodisponibilidade Vasta distribuição pelos tecidos (pulmões, rim, fígado, 

ossos, estômago, baço e músculos). 

Atividade antifúngica In vitro (0,0313 a 16µg/mL) 

In vivo  

Formas farmacêuticas Cápsulas, injetáveis e creme. 

Vias de administração Oral, intravenosa e tópica  

Métodos de dosagem:  UV           λ= 263 nm 

HPLC      HPLC/MS (massa) 

                HPLC FASE REVERSA 

                C18 FASE REVERSA 

Toxicidade Encontra-se, na literatura, alguns efeitos relacionados ao 

uso de itraconazol a nível sistêmico.   

Hepatotoxicidade; 

Desconforto intestinal (diarréias e vômitos); 

Hipertrigliceridemia, hipopotassemia (casos mais raros). 
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2.4 Fármacos nanoencapsulados 

Ao longo das últimas décadas, as aplicações da nanotecnologia nas ciências médicas têm 

sido extensivamente exploradas, especialmente no desenvolvimento de fármacos nanoencapsulados 

(Zhang et al., 2008). Este tipo de formulação oferece inúmeras vantagens quando comparados a 

outros de dose convencional, ou seja, o medicamento livre não encapsulado. Inúmeros trabalhos 

evidenciaram que as principais vantagens da utilização dessa tecnologia são: 1) maior eficácia 

terapêutica, com liberação progressiva e controlada do fármaco, a partir da degradação da matriz; 2) 

diminuição significativa da toxicidade e maior tempo de permanência na circulação; 3) 

administração segura (sem reações inflamatórias locais) e conveniente (menor número de doses); 4) 

possibilidade de oferecer mais de um agente terapêutico simultaneamente (terapia de combinação) 

(Peer et al., 2007; Davis et al., 2008; Zhang et al., 2008). Além disso, as nanopartículas podem 

penetrar na célula hospedeira, através da endocitose, e liberar o agente antimicrobiano diretamente 

nos parasitas intracelulares (Wagner et al., 2006; Zhang et al., 2008).  

Alguns tipos de nanopartículas, incluindo lipossomas, nanopartículas poliméricas, e 

nanopartículas lipídicas sólidas têm sido amplamente investigados como agentes carreadores de 

compostos antimicrobianos (Schiffelers; Storm; Bakker-Woudenberg, 2001; Kaur; Nahar; Jain, 

2008; Zhang et al., 2010).  

Lipossomas são vesículas microscópicas compostas de uma ou mais bicamadas lipídicas 

concêntricas, separadas por um meio aquoso (Zhang; Granick, 2006). Sua estrutura foi descrita pela 

primeira vez em 1965 por Bangham e colaboradores. A proposta de utilizá-lo no encapsulamento de 

fármacos para controlar a liberação medicamentosa surgiu na década de 1970 (New; Chance; 

Heath, 1981).  

Atualmente, os lipossomas são os mais utilizados nos sistemas de liberação de fármacos 

antimicrobianos. Uma das características distintivas dos lipossomas é a sua estrutura de bicamada 

lipídica, que se assemelha as membranas celulares e pode fundir-se facilmente com a membrana 

celular dos agentes infecciosos (bactérias e fungos) e liberar o medicamento no meio intracelular 

(Zhang et al., 2010). 

Formulações lipossomais de anfotericina B vêm sendo amplamente utilizada na clínica 

médica para o tratamento de micoses por espécies de Candida, Aspergillus, Fusarium, e outros 

fungos de alta e baixa patogenicidade (Kelsey et al., 1999; Walsh et al., 2001; Walsh et al., 2008).  

Em 1994, Adler-Moore e colaboradores observaram alta especificidade da AmBisome
®
 para 

os sítios de infecções fúngicas. Utilizando formulações lipídicas marcadas com fluoresceína foi 

possível verificar, através de testes de infecção experimental em camundongos, que os lipossomas 

fluorecentes estavam localizados nos focos de infecções fúngicas.  
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Consequentemente outros trabalhos realizados com modelos experimentais in vivo 

constataram melhor eficácia no tratamento de micoses sistêmicas com antifúngicos na formulação 

lipossomal (Martin et al., 2003; Gavaldà et al., 2005; Takemoto et al., 2006).  

Nanopartículas, formadas por biopolímeros biodegradáveis, têm sido amplamente utilizadas 

nos sistemas de liberação controlada de fármacos (Zhang et al., 2010). Langer e Folkman (1976) 

foram os primeiros a desenvolverem e utilizarem esses polímeros na entrega de macromoléculas.  

Segundo Umamaheshwari e Jain (2003) as nanopartículas poliméricas possuem várias 

características importantes para a entrega de agentes antimicrobianos. Em primeiro lugar está a 

estabilidade estrutural das nanopartículas poliméricas. Em segundo, as propriedades das partículas 

como tamanho, potencial zeta e perfis de liberação do fármaco podem ser precisamente ajustados, 

selecionando diferentes tamanhos de polímeros, surfactantes e solventes orgânicos durante a 

síntese. Em terceiro lugar, a superfície de nanopartículas poliméricas normalmente contém grupos 

funcionais que podem ser modificados quimicamente para a conjugação de moléculas carreadoras 

para sítios alvos específicos.  

Espuelas et al. (2003) e Espada et al. (2008) observaram menor eficácia no tratamento de 

candidíase sistêmica, em camundongos, com anfotericina B encapsulado em nanopartículas 

poliméricas. Entretanto, os autores concluem que esse problema pode ser contornado pela 

possibilidade de aumentar as doses do antifúngico com menor nefrotoxicidade. 

Outro sistema particulado que vem sendo avaliado na liberação controlada de antifúngicos é 

a nanopartícula lipídica sólida, sistema formado principalmente de lipídios que estão em fase sólida 

à temperatura ambiente e surfactantes para emulsificação (Eldem; Speiser; Hincal, 1991). 

Formulações de nanopartículas lipídicas sólidas são ideais para o desenvolvimento de pomadas para 

aplicações tópicas. Esta característica permite que tais formulações possam ser usadas com sucesso 

no tratamento de infecções micóticas superficiais (Souto; Muller, 2005; Bhalekar et al., 2007; 

Sanna et al., 2007).  

Sanna e colaboradores (2007) demonstraram, através de estudos ex vivo e in vivo, que a 

encapsulação de econazol com nanopartícula lipídica sólida promoveu uma rápida penetração do 

antifúngico no estrato córneo e melhorou a difusão do fármaco nas camadas mais profundas da 

pele.    
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Figura 3. Mecanismo de ação dos fármacos antimicrobianos em nanopartículas sobre os 

microrganismos: (a) fusão da nanopartícula com a parede e/ou membrana celular microbiana 

e liberação do fármaco dentro da parede ou membrana, (b) as nanopartículas se ligam a 

parede celular e liberam o fármaco continuamente, o qual irá se difundir para o interior dos 

microrganismos (adaptado de Zhang et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ilustração esquemática de quatro tipos de nanopartículas utilizadas como 

carreadoras de antimicrobianos: (a) Lipossoma, (b) nanopartícula polimérica, (c) 

nanopartículas lipídicas sólidas, e (d) dendrimeros. Círculos pretos representam fármacos 

hidrofóbicos; quadrados pretos representam fármacos hidrofílicos; e triangulos pretos 

representam hidrofóbicos ou hidrofílicos (adaptado de Zhang et al., 2010). 

 

2.5 Lectinas 

Em 1888, o médico Hermann Stillmark, da Universidade de Dorpat na Estônia, apresentou 

em sua tese a descrição das propriedades aglutinantes do rícino, isolado de sementes de mamona. A 

palavra aglutinina era bastante utilizada, desde 1860, para descrever moléculas e extratos que 

tinham a propriedade de aglutinar eritrócitos e outros tipos de células (Bies et al., 2004).  

Em 1950, a palavra lectina (do latim legere “selecionar”) foi empregada para descrever 

substâncias de origem vegetal que tinham a capacidade de reconhecer e diferenciar os tipos 

sanguíneos com base na variação da expressão dos açúcares (Boyd; Shapleigh, 1954). 

Lectinas são definidas como proteínas ou glicoproteínas que se ligam especificamente e 

reversivelmente a mono e oligossacarídeos livres ou na forma de glicoconjugados (glicoproteínas e 
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glicolipídeo). Dessa forma, combinam-se com moléculas e estruturas biológicas que contêm esses 

açúcares sem alterar a estrutura covalente das ligações glicosídicas nos sítios de ligação (Chen et 

al., 2005; Chumkhunthod et al., 2006; Wong et al., 2006). 

De acordo com Sharon e Lis (2004) os carboidratos interagem com as lectinas através de 

pontes de hidrogênio formadas pela disponibilidade de um grande número de hidroxilas nos 

açúcares, que atuam como doadores ou receptores de hidrogênio e participam da interação lectina-

carboidrato, interações hidrofóbicas (Drickamer, 1995; Loris et al., 2000). 

Essas proteínas também são encontradas em animais, fungos, bactérias e vírus (Griffin, 

1993; Peumans; Van Damme, 1995), entretanto essas substâncias estão presentes em maior 

quantidade nas plantas principalmente em grãos de leguminosas e gramíneas (Ng et al., 2002; 

Sharon e Lis, 2004; Alencar et al., 2005). Estudos apontam que as lectinas têm função importante 

na defesa das plantas contra agentes invasores como bactérias e fungos (Peumans; Van Damme, 

1995; Ye; Ng, 2001).  

As lectinas podem ser agrupadas de acordo com a especificidade de ligação com o 

carboidrato e com as características estruturais. Baseando-se na afinidade por açúcares, essas 

proteínas podem ligar-se a D-manose/D-glicose, D-manose, N-acetilglicosamina, N-

acetilgalactosamina, D-galactose, L-fucose e ácido siálico (Peumans e Van Damme, 1995; Ngai; 

Ng, 2004; Wong; Ng, 2005; Wong et al., 2006).  

De acordo com suas características estruturais, as lectinas podem ser divididas em três 

grandes grupos, as merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. Merolectinas são proteínas que 

consistem exclusivamente de único domínio de ligação a carboidrato. Devido ao caráter 

monovalente, as merolectinas são incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células 

(Peumans e Van Damme, 1995). Hololectinas são compostas por dois ou mais sítios de ligação, 

podendo ser idênticos ou semelhantes. Por serem di ou multivalente, podem aglutinar células e/ou 

precipitar glicoconjugados, comportando-se como aglutininas e compreendem a maioria das 

lectinas de plantas, pois se comportam como aglutininas. Quimerolectinas são compostas de um ou 

mais domínios de ligação a carboidratos e um domínio não relacionado com ligação a açúcares. 

Dependendo do número de sítios de ligação a carboidratos, as quimerolectinas comportam-se como 

merolectinas ou hololectinas (Peumans e Van Damme, 1995).  

Vários estudos vêm mostrando a participação das lectinas em diversas atividades biológicas 

como antitumoral (Ngai; Ng, 2004), imunomodulatória (Rubinstein et al., 2004), estimulação de 

macrófagos, acumulação de leucócitos (Rodriguez et al., 1992), indução da produção de interferon 

δ por linfócitos humanos (Barral-Netto et al., 1992), liberação de histamina (Gomes et al., 1994), 

efeitos edematogênicos e migração celular (Bento et al., 1993), antifúngica (Ciopraga et al., 1999; 

Ye et al., 2001; Damico et al., 2003; Trindade et al., 2006), antibacteriana (Ayouba et al., 1994), 
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anti-HIV (Wong; Ng, 2003; Barrientos; Gronenborn, 2005; Wong; Ng, 2005), antiinseto (Peumans; 

Van Damme, 1995), armazenamento e transporte de carboidratos e proteínas, armazenamento de 

nitrogênio, defesa da planta (Peumans; Van Damme, 1995; Nomura et al., 1998), entre outras.  

Devido à estabilidade química e sensibilidade no reconhecimento de porções de carboidratos 

específicos, as lectinas têm sido isoladas de diferentes fontes e utilizadas como citotoxinas, agentes 

mitogênicos e aglutinantes celulares, na determinação de grupos sanguíneos, na inibição do 

crescimento de células tumorais, marcadores de células transformadas, bem como em diversos 

estágios da interação parasito-hospedeiro nas doenças infecciosas (Lovatt et al., 2000; Morgan; 

Watkins, 2000; Jack et al., 2001; Sames et al., 2001).  

Para a análise da marcação, as lectinas podem ser conjugadas com isotiocianato de 

fluoresceína ou tetrametilrodamina e examinadas através da microscopia de fluorescência com a 

utilização de filtros apropriados (Remani et al., 1994); podem ainda ser ligadas a enzimas como a 

“horseradish” peroxidase e analisados por microscopia óptica (Zanbenedetti et al., 1998), ou serem 

biotiniladas e reconhecidas por anticorpos (Honjo et al., 2000). Além disso, através da microscopia 

eletrônica, protocolos utilizando lectinas conjugadas a partículas de ouro coloidal ou prata, podem 

ser usados como marcadores ultraestruturais prioritários para alguns tipos de células e tecidos (Roth 

et al., 1998). 

 

 2.6 Interação lectina-fungo 

A capacidade das lectinas de reconhecer glicoconjugados tornou possível empregar essas 

proteínas em estudos microbiológicos, especialmente na caracterização das glicoproteínas da 

superfície celular (Sharon, 2007). Vários pesquisadores têm concluído que as lectinas são úteis para 

estabelecer o perfil de carboidratos da parede celular dos fungos e auxiliar na classificação 

taxonômica (García, et al., 2002; Munõz, et al., 2003; Pinto et al., 2008). 

A interação entre lectina e carboidratos da parede celular de fungo tem sido demonstrada em 

várias espécies de importância médica como A. fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus 

neoformans, F. solani, Paracoccidioides brasiliensis. Estes estudos mostraram que a maioria dos 

fungos avaliados exibia N-acetil-D-glicosamina e glicose/manose sobre a parede celular (Robin et 

al., 1986; Cailliez, et al., 1990; Slifkin; Doyler, 1994; Calderon, et al., 1997; Masuoka, 2004). 

A parede celular é um dos principais componentes estruturais da célula fúngica. A maior 

parte das funções biológicas relacionadas à patogenicidade e virulência reside nesta estrutura, uma 

vez que medeia a interação fungo-hospedeiro (Martinez et al., 1998; López-Ribot, et al., 1999; 

Gozalbo et al., 2004).  

López-Ribot et al. (2004) afirmaram que a parede celular é uma estrutura complexa, 

dinâmica e com várias camadas, localizada externamente a membrana plasmática, e responsável 
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pela manutenção da forma somática do fungo. Participa da interação inicial entre o microrganismo e 

o ambiente, atua como barreira permeável, possuindo funções nutricionais e protegendo o 

protoplasma contra injúrias físicas ou osmóticas.  

De acordo com Kitajma et al. (2000) e Shibata e Okawa (2006) os componentes de sua 

constituição compreendem 80 a 90% de polissacarídeos, sendo o restante constituído de proteínas e 

lipídeos. Em algumas espécies são encontradas quantidades apreciáveis de pigmentos (melanina), 

polifosfatos e íons inorgânicos. Fisicamente, a parede celular é formada por microfibrilas 

entrelaçadas, embebida numa matriz amorfa. Quitina é o principal componente microfibrilante da 

maioria dos fungos filamentosos, enquanto que nas leveduras a parede celular contém 

principalmente glucanas. Proteínas e vários polissacarídeos (glucanas, mananas, galactanas e 

heteropolissacarídeos) são as principais substâncias cimentantes. Os monossacarídeos mais 

frequentemente encontrados na parede celular dos fungos são: D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, 

D-manose, D-galactose, D-galactosamina, L-fucose, D-glicosamina, xilose e ácido D-glicurônico. 

Desses, glicose, N-acetil-D-glicosamina e manose são encontrados na maioria dos fungos. 

Ocasionalmente ramnose, ribose e arabinose podem ser observadas.  

Todos os carboidratos representados essencialmente pelos polissacarídeos podem 

apresentar-se como homo ou heteropolímeros e encontram-se associados à polipeptídeos, 

constituindo as glicoproteínas da parede celular, que desempenham funções enzimáticas, 

estruturais, homeostáticas, metabólicas e patogênicas, pois estimulam a ação antigênica no 

hospedeiro (De Groot et al., 2005; Latgé, 2007). 

A interação entre fungo e hospedeiro ocorre primeiramente ao nível da parede celular 

(Calderone, 1993). Assim, a caracterização dos carboidratos da superfície celular pode conduzir a 

uma melhor compreensão da adesão fúngica à célula do hospedeiro e mecanismos pelo qual o fungo 

evita a ação do sistema imunológico, auxiliando no desenvolvimento de testes diagnósticos 

baseados na identificação desses carboidratos (Bose et al., 2003).  

Com relação a capacidade de adesão fúngica à célula hospedeira, Lima-Neto et al. (2009) 

verificaram in vitro que isolados de Candida albicans e C. parapsilosis com alta expressão de α-L-

fucose na superfície da parede celular apresentavam maior capacidade de aderência às células 

epiteliais da mucosa bucal humana. Além disso, seus resultados indicaram a presença de outros 

carboidratos como α-D-glucose/ α-D-manose, N-acetil-D-glicosamina/ácido-N-acetilneuraminico e 

D-galatose/N-acetil-D-galactosamina na superfície da parede celular. 

Com o intuito de melhorar o estudo/avaliação da caracterização dos carboidratos presentes 

na superfície da parede celular de fungos filamentosos, através de ensaios de marcação com 

lectinas, Leal et al. (2011a) desenvolveram um protocolo simples. O método consiste na utilização 

de uma fita adesiva para fixar as estruturas fúngicas (esporos/micélio) crescidas em meios de 
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cultura. Nesse estudo foram caracterizados 90 isolados de fungos filamentosos queratinofílicos, 

dentre estes duas espécies de Aspergillus (A. tamarii e A. terreus), isolados de áreas de lazer da 

cidade do Recife-PE.    

A atividade antifúngica de lectinas foi constatada para diferentes espécies de leveduras e 

fungos filamentosos (Viard et al., 1993; Ye et al., 2001; Freire et al., 2002; Damico et al., 2003 ; 

Yan et al., 2005 ; Trindade et al., 2006; Chumkhunthod et al., 2006).  

Segundo Griffin (1993) a ligação da lectina com a superfície da célula fúngica pode causar 

inibição da germinação de esporos como também no crescimento da hifa. O exato mecanismo de 

ação ainda não foi elucidado, mas parece haver alteração na síntese de componentes da parede 

celular fúngica devido à deficiência da deposição de quitina na superfície da célula. Lectinas que se 

ligam à quitina demonstram importante efeito antifúngico, entretanto, a ocorrência ou não dessa 

alteração é dependente da combinação do fungo com a lectina (Griffin, 1993; Peumans; Van 

Damme, 1995). 

Lectinas purificadas de sementes de Capsicum annum e Pisum sativum, específicas para D-

manose/D-glicose e D-manose respectivamente, apresentaram forte atividade antifúngica frente aos 

isolados A. flavus (Sitohy et al., 2007; Kuku et al., 2009). Entretanto essas mesmas lectinas quando 

testadas com culturas de A. niger a inibição da germinação dos esporos e do desenvolvimento 

miceliano foi insignificante (Kuku et al., 2009). Estes trabalhos confirmam que a atividade 

antifúngica pode variar para as diferentes espécies fúngicas pertencentes ou não ao mesmo gênero.  

Existem também relatos de que as lectinas podem apresentar efeito ativador da cinética do 

crescimento do fungo em cultivo (Viard et al., 1993; Pérez-Santiago et al., 2000; Hernández et al., 

2003). Viard et al. (1993) observaram efeito estimulatório da lectina Kb-CWL I com especificidade 

de ligação a galactose, sobre Candida albicans e C. tropicalis, havendo aceleração para formação 

do tubo germinativo e formação de micélio.  

O conhecimento do perfil sacarídico da superfície fúngica permite uma melhor compreensão 

da interação fungo-hospedeiro, fungo-ambiente (Bose, et al., 2003) e ainda a possível seleção de 

lectinas específicas para, tratamentos terapêuticos, como tem sido proposto para infecções 

bacterianas por Umamaheshwari et al. (2003). Desde que ocorra alta expressão de um determinado 

carboidrato como, por exemplo, N-acetil-D-glicosamina sobre a superfície celular do fungo, lectinas 

específicas para marcar esse açúcar, como WGA, poderia ser à base de um tratamento terapêutico, 

ou como veículo para o direcionamento do fármaco em casos de infecções invasivas e disseminadas 

(Vardar-Ünlu, et al.,1998; Trindade, et al. 2006). 

 

 

 



32 

 

 

2.7 Aspergilose experimental 

2.7.1 Pulmonar e sistêmica 

Após observarem infecções fúngicas secundárias por A. flavus, nos pulmões de pacientes 

submetidos à necropsia, Sidransky e Friedman (1959) realizaram o primeiro estudo de aspergilose 

pulmonar experimental em camundongos. Os pesquisadores avaliaram o efeito da administração de 

cortisona e antibióticos para o desenvolvimento da aspergilose pulmonar em camundongos. Os 

animais tratados e não-tratados foram acondicionados em uma câmera e expostos aos propágulos 

fúngicos de A. flavus. Os resultados mostraram que o grupo tratado com cortisona e antibióticos 

desenvolveram a aspergilose pulmonar invasiva causando alta taxa de mortalidade nos animais. Ao 

exame histopatológico foi evidenciada a presença de vários filamentos fúngicos no tecido 

pulmonar. Os autores concluem que o tratamento prolongado com esses compostos torna os 

pacientes mais susceptíveis ao desenvolvimento de aspergilose invasiva.  

Baseando-se no modelo experimental de Sidransky e Friedman (1959), Ford e Friedman 

(1967) analisaram a capacidade de virulência de 14 espécies de Aspergillus em camundongos 

imunocompetentes. Os pesquisadores testaram três rotas de infecção: infecção intravenosa, 

intraperitoneal e inalação por vias aéreas. Os resultados mostraram que apenas a infecção 

intravenosa foi capaz de causar morte nos animais. Dentre as espécies avaliadas, as pertencentes ao 

grupo flavus apresentaram maior grau de virulência.  

Em 1975, Turner e colaboradores verificaram que as lesões pulmonares e a presença de 

filamentos micelianos em ratos albinos Wistar, infectados por A. fumigatus, regrediram após a 

suspensão do tratamento de imunossupressão com cortisona. Isso ocorreu mesmo com a infecção 

continuada dos animais com o fungo. Sabe-se que no tecido pulmonar os macrófagos alveolares e 

os neutrófilos têm a capacidade de fagocitar e destruir os conídios inalados, prevenindo assim, a 

germinação da hifa (Romani, 2004; Shoham, Levitz, 2005). Segundo os autores, a suspensão do 

agente imunossupressor permitiu que essas células de defesa recuperassem o número normal na 

circulação sanguínea bem como a capacidade de fagocitar e digerir os esporos e hifas.  

Vários modelos de infecção para o desenvolvimento da aspergilose experimental têm sido 

testados como: a inoculação de conídios por via intravenosa, intratraqueal e na forma de aerosol 

(Spreadbury et al., 1989). Com o objetivo de mimetizar o que ocorre na natureza, Eisenstein e 

colaboradores (1990) desenvolveram um modelo de infecção por via intranasal. Segundo os 

autores, a infecção por via intravenosa não corresponde ao que ocorre naturalmente; o método por 

via intratraqueal é laborioso e invasivo; e a infecção na forma de aerosol, não permite saber com 

certeza quanto de carga fúngica foi inoculado. Entretanto, após realizar e analisar vários modelos 

experimentais de aspergilose em camundongos, Shibuya et al. (1999) concluiram que o modelo de 

infecção por via intravenosa tem demonstrado ser bastante eficiente para avaliar a eficácia dos 
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agentes antifúngicos. Este tipo de modelo frequentemente induz diferentes quadros clínicos de 

aspergilose sistêmica, pois diferentes tipos de órgãos como pulmão, cérebro e rins são infectados 

pelo fungo.  

Miyazaki et al. (1993) avaliaram a eficácia do itraconazol para o tratamento de aspergilose 

pulmonar em um modelo experimental. Ratos Sprague-Dawley machos (130-150g) foram 

imunossuprimidos com administração subcutânea de acetato de cortisona (90 mg/Kg) três vezes por 

semana e alimentados com ração pobre em proteínas. As injeções e a dieta foram realizadas uma 

semana antes da infecção, com A. fumigatus (8x10
3
), e continuou por mais uma semana pós-

infecção. De acordo com os resultados a administração intravenosa de 10 mg/Kg de itraconazol foi 

tão eficiente quanto à administração de 1 mg/Kg de anfotericina B. Esse resultado havia sido 

observado por Graybill e Ahrens (1985) em camundongos.       

Com o intuito de compreender os efeitos fisiopatológicos e os mecanismos patogênicos da 

infecção por Aspergillus spp. em sua fase inicial, Nawada et al. (1996) desenvolveram um modelo 

experimental de aspergilose pulmonar com infecção não disseminada. Para atingir os objetivos, 

camundongos BALB/c foram infectados com esferas de agarose contendo conídio de A. fumigatus. 

Após duas semanas da inoculação, metade dos animais foram imunossuprimidos com aplicação de 

acetato de cortisona (125 mg/Kg). Durante um período de quatro semanas, os autores observaram 

que a taxa de mortalidade foi significativamente maior nos animais imunossuprimidos do que nos 

animais infectados sem o tratamento de imunossupressão. Ao exame histopatológico do pulmão dos 

camundongos não-imunossuprimidos, foi verificado um acumulo de neutrófilos, linfócitos e 

macrófagos ao redor das esferas de agarose. As hifas do fungo estavam cercadas por células 

inflamatórias impedindo a invasão do tecido parenquimatoso. Em contraste, nos animais 

imunossuprimidos os filamentos de A. fumigatus se disseminaram invadindo o parênquima 

pulmonar.  

Bowman et al. (2001) utilizando o modelo de infecção intravenosa, avaliaram a eficácia 

terapêutica da caspofungina frente à aspergilose disseminada em camundongos. Através da técnica 

da reação em cadeia da polimerase (PCR) e da contagem da unidade formadora de colônia (UFC), 

observaram que o tratamento com caspofungina reduziu significativamente a carga fúngica nos 

órgão infectados, principalmente nos rins. Os autores concluem que o ensaio com PCR pode ser útil 

para a avaliação da atividade antifúngica de aspergilose disseminada em modelos experimentais.  

Para compreender como o modo de indução da neutropenia altera a patogênese de A. 

fumigatus em modelos experimentais, Stephens-Romero et al. (2005) avaliaram os efeitos dos 

anticorpos monoclonais anti-granulócitos (MBA RB6-8C5), ciclofosfamida e de ambos agentes 

quimioterápicos, em duas linhagens de camundongos (BALB/c e C57BL/6). Os autores 

constataram que a administração de cada agente imunossupressor (25µg de MBA RB6 e 150 mg de 
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ciclofosfamida), separadamente, resultou na necessidade de aplicação de uma carga mais elevada 

do inóculo (10
6
 esporos/mL em BALB/c e 5x10

5
 em C57BL/6) para atingir uma taxa de 100% de 

mortalidade, em cinco dias pós-infecção. Na administração das duas drogas a carga de inóculo 

diminuiu para 1x 10
5
 e 5x10

4
 esporos/mL em BALB/c e C57BL/6 respectivamente. Os autores 

concluem que a relação de biomassa fúngica no tecido, inflamação e morte são bastante complexas 

e pode ser influenciada pelo tipo de imunossupressão, linhagem de camundongo e isolado fúngico.  

Tansho et al. (2006) avaliaram a eficácia da administração intravenosa de itraconazol e 

anfotericina B em um modelo experimental de aspergilose pulmonar invasiva. Camundongos 

imunossuprimidos (150 mg/Kg de ciclofosfamida) foram expostos a uma suspensão de 2 x 10
6
 

esporos/mL de A. fumigatus. Doses de 10, 20 e 40 mg/Kg de itraconazol apresentaram a mesma 

eficácia terapêutica quando comparado a administração de 1 mg/Kg de anfotericina B. O estudo 

farmacocinético mostrou que a concentração do itraconazol no plasma e no tecido pulmonar estava 

em 10 µg/mL após 10 minutos de administração de 20 mg/Kg de itraconazol-intravenoso. Esta 

concentração foi diminuindo de 1 µg/mL a cada quatro horas, estando ainda numa concentração 

bem maior do que a concentração inibitória mínima (MIC) do itraconazol (0,16 µg/mL) testado 

contra o isolado de A. fumigatus.  

A administração de antifúngicos na forma de aerosol tem se tornado cada vez mais 

importante na prevenção de micoses pulmonares invasivas. A principal vantagem da utilização é 

atingir uma elevada concentração do fármaco no tecido pulmonar, evitando assim, os efeitos tóxicos 

sistêmicos (Dummer et al., 2004). Hoeben et al. (2006) avaliaram a eficácia in vivo da 

administração, na forma de aerosol, do itraconazol nanoencapsulado na prevenção da aspergilose 

pulmonar invasiva. O modelo experimental utilizado foi previamente descrito por Najvar et al. 

(2004). Os resultados mostraram que a formulação do itraconazol nanoencapsulado prolongou 

significativamente a sobrevivências dos animais, alcançando altas concentrações no tecido 

pulmonar e limitando a exposição sistêmica.  

Alvarez et al. (2007) avaliaram a capacidade preventiva do itraconazol nanoencapsulado, 

administrado na forma de aerosol, frente à aspergilose pulmonar invasiva por A. fumigatus. Para 

atingir seu objetivo, os animais foram tratados com o antifúngico dois dias antes de serem 

infectados com o fungo. Os resultados mostraram que o grupo de animais tratados com a 

formulação encapsulada do antifúngico apresentou uma maior taxa de sobrevivência quando 

comparado com os camundongos que receberam oralmente itraconazol e o grupo controle. Na 

quantificação da carga fúngica no tecido, tanto a contagem de UFC bem como a utilização da PCR, 

não apresentaram diferenças significativas entre os grupos. Os resultados desse estudo 

demonstraram que a administração na forma de aerosol do itraconazol nanoencapsulado foi eficaz 

na prevenção da aspergilose pulmonar em um modelo experimental. 
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Vallor et al. (2008) avaliaram e compararam três metodologias diferentes para a 

quantificação de carga fúngica no tecido pulmonar. Os métodos testados foram: contagem de UFC, 

imunoensaio enzimático para a detecção de galactomanana (GM-EIA) e quantificação por PCR 

(qPCR). Com base nos resultados, os autores sugerem que a quantificação de carga fúngica no 

tecido, deve ser realizada por duas ou mais metodologias, permitindo assim, uma melhor avaliação 

da eficácia de antifúngicos em modelos experimentais de aspergilose pulmonar.  

 

2.7.2 Ocular e cutânea 

Com a confirmação diagnóstica e o aumento progressivo de casos relatados de aspergilose 

ocular e cutânea, novos modelos experimentais foram sendo desenvolvidos para uma melhor 

avaliação da patogênese do fungo, bem como a susceptibilidade aos antifúngicos (Ramos et al., 

2008; Ben-Ami et al., 2010).  

O’Day (1990) desenvolveu um modelo experimental de ceratite fúngica por Aspergillus para 

avaliar a ação antifúngica do fluconazol administrado oralmente (30mg/Kg/dia). Após preparar uma 

suspensão de A. fumigatus (29,700 UFC/ml), 25µl foram inoculados dentro da córnea dos animais 

(coelhos pesando 1,5-2,5Kg) utilizando uma seringa. Para a realização desse procedimento, os 

animais foram anestesiados com cetamina e xilasina aplicados por via intramuscular. No grupo de 

animais não tratados com o antifúngico foram observadas lesões oculares severas e ao exame direto 

foram visualizados numerosos filamentos micelianos. No grupo que recebeu tratamento, uma 

melhora significativa das manifestações clínicas foi observada. O autor conclui que o azólico, 

fluconazol pode ser bastante eficiente para o tratamento de ceratite por espécies de Aspergillus.               

Ben-Ami et al. (2010) desenvolveram um modelo reprodutível de aspergilose cutânea 

invasiva em camundongos.  Para otimizar o protocolo de infecção, suspensões contendo esporos de 

A. fumigatus em diferentes concentrações (5 x 10
5
, 5 x 10

6
 e 5 x 10

7
 esporos/100µl de salina) foram 

testadas. Cada suspenção, contendo o fungo, foi injetada por via subcutânea em animais tratados 

previamente com ciclofosfamida (100mg/kg ou 150mg/Kg – aplicada quatro dias antes e um dia após 

a infecção). Os resultados mostraram que o tratamento de imunossupressão com ciclofosfamida 

(100mg/Kg) foi bastante eficaz para o desenvolvimento da infecção nos animais. Os efeitos tóxicos 

das aplicações de altas doses de ciclofosfamida aceleraram a perda de peso dos camundongos e 

provocaram mortalidade. Com relação ao inóculo, a suspensão contendo 5 x 10
6
 esporos em 100µl de 

salina foi a ideal para execução do protocolo. Segundo os autores, o uso desses parâmetros permitiu 

que todos os animais desenvolvessem lesões na pele após 48h da inoculação do agente.  
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3. PERFIL DE CARBOIDRATOS DA SUPERFÍCIE DA PAREDE CELULAR DE 

ESPÉCIES DE ASPERGILLUS EM TECIDOS DE CÉREBRO E PULMÃO USANDO 

HISTOQUÍMICA COM LECTINAS
1
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

______________________________ 
1
Trabalho publicado como Leal, A.F.G., Lopes, N.E.P., Clark, A.T.R., Pontes Filho, N.T., Beltrão, E.I.C., Neves, R.P. 

2011.  Perfil de carboidratos da superfície da parede celular de espécies de Aspergillus em tecidos de cérebro e pulmão 

usando histoquímica com lectinas. Medical Mycology. 
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar, através da histoquímica com lectinas, a expressão de N-acetil-D-

glicosamina, L-fucose, D-galactose e glicose/manose presentes na superfície da parede celular de 

espécies de Aspergillus em amostras histopatológicas de cérebro (n=1) e pulmão (n=6) obtidas de 

pacientes diagnosticados post-mortem com aspergilose invasiva.  As lectinas usadas no ensaio 

foram concanavalina A (Con A), wheat germ agglutinin (WGA), Ulex europeus agglutinin I (UEA 

I) e peanut agglutinin (PNA), todas conjugadas a peroxidase. A marcação com lectina foi 

visualizada usando 3,3-diaminobendizina (DAB) e peróxido de hidrogênio. Observamos a 

expressão de N-acetil-D-glicosamina e metil-α-D-manose na superfície da parede celular de todas 

as espécies de Aspergillus avaliadas, enquanto a expressão de L-fucose e D-galactose demonstraram 

variações inter e intra-specíficas. Os resultados obtidos neste estudo indicam que o uso das lectinas 

WGA e Con A permite a visualização de estruturas de Aspergillus como hifas, cabeças conidiais e 

conídios em amostras histopatológicas de tecidos cerebrais e do pulmão.   

Palavras-chave: carboidratos da parede celular, Aspergillus, cérebro, pulmão, histoquímica com 

lectinas. 
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Introdução 

Aspergillus é um fungo ubíquo que pode causar uma variedade de síndromes clínicas, 

especialmente em pacientes imunossuprimidos. Este fungo tem emergido como um agente de 

infecções sistêmicas fatais e, portanto, ganhou importância considerável na saúde pública (Macêdo 

et al., 2009).   

Vários trabalhos têm relatado que a interação entre um fungo e o hospedeiro ocorre primeiro 

no nível dos glicoconjugados da superfície da parede celular (Calderone, 1993, Lima-Neto et al., 

2009). Assim, a caracterização dos carboidratos da superfície celular pode conduzir a uma melhor 

compreensão da adesão fúngica a célula do hospedeiro e mecanismos pelo qual o fungo evita a ação 

do sistema imunológica, ajudando no desenvolvimento de testes diagnósticos baseados na 

identificação desses carboidratos (Bose et al., 2003). 

Cada carboidrato presente na célula é uma molécula potencial de reconhecimento das 

lectinas. A capacidade das lectinas de reconhecer glicoconjugados, presentes na superfície celular, 

tornou possível empregar essas proteínas em estudos microbiológicos, especialmente na 

caracterização dos carboidratos da parede celular fúngica (García et al., 2002, Munõz et al., 2003, 

Sharon, 2007). 

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar, através da histoquímica com lectinas, a expressão 

de N-acetil-D-glicosamina, L-fucose, D-galactose e glicose/manose presentes na superfície da 

parede celular de espécies de Aspergillus em amostras histopatológicas de cérebro e pulmão obtidas 

de pacientes diagnosticados post-mortem com aspergilose invasiva.  

Material e métodos  

Amostras de tecidos 

Espécimes histopatológicas (tecidos em blocos de parafina) de cérebro (n=1) e pulmão 

(n=6), obtidas durante a necrópsia de pacientes diagnosticados post-mortem com aspergilose 

invasiva, foram fornecidos pelo Serviço de Medicina Forense da Universidade Federal de 

Pernambuco, Brasil. As amostras de fungos isolados desses casos, de acordo com procedimentos 
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padronizados (Macêdo et al., 2009), estão mantidas sob óleo mineral na Coleção de Cultura URM 

do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (Tabela 1).  

Histoquímica com lectinas  

As lectinas concanavalina A (Con A), wheat germ agglutinin (WGA), Ulex europeus 

agglutinin I (UEA-I) e peanut agglutinin (PNA), todas conjugadas a peroxidase (Sigma Chemical 

Co., St Louis, MO, USA) foram usadas. Lâminas contendo as amostras de tecido (4µm) foram 

desparafinizadas em xilol e hidratadas com etanol (100-70%). As lâminas foram tratadas com uma 

solução de tripsina (0,1%) por 2 minutos a 37°C e com uma solução de metanol-H2O2 por 30 

minutos a 25°C e em seguida incubadas com a lectina (50µg/mL). A solução tampão fosfato 

(10mM, pH 7,2, 150mM NaCl) foi usada para preparar todas as soluções e como solução de 

lavagem entre cada etapa.  A marcação com lectina foi visualizada usando 3,3-diaminobendizina 

(DAB) e peróxido de hidrogênio em tampão fosfato salina (PBS) por até 8 min. Ensaios controle 

foram feitos por ligação da lectina na preparação do açúcar específico correspondente: N-acetil-D-

glucosamina, α-L-fucose, D-galactose e metil-α-D-manoside para WGA, UEA I, PNA e Con A, 

respectivamente, a 300 mM de concentração.   

O padrão de marcação foi avaliado por microscopia de luz e classificado qualitativamente 

como intenso (+++), moderado (++), fraco (+) ou negativo (-), conforme Leal et al. (2011a). 

Resultados 

WGA marcou intensamente Aspergillus flavus 6029 e Aspergillus niger 5924 e marcou 

moderadamente os outros (Figura 1). UEA-I marcou fracamente Aspergillus niger 5924 e não 

apresentou nenhuma marcação nas outras amostras. A lectina PNA marcou moderadamente 

Aspergillus flavus 6029 e Aspergillus niger 5924, marcou fracamente Aspergillus tamarii e não 

exibiu nenhuma marcação nas outras amostras. Con A marcou moderadamente Aspergillus niger 

5924 e Aspergillus sydowii 6038 e marcou fracamente os outros fungos (Tabela 2). 

Nossos resultados mostraram que houve uma alta expressão de N-acetil-D-glicosamina na 

superfície da parede celular de Aspergillus flavus 6029 e Aspergillus niger 5924 e expressão 
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moderada na superfície de Aspergillus flavus 5985, Aspergillus flavus 5987, Aspergillus sydowii 

6038, Aspergillus tamarii 5954 e Aspergillus tamarii 6030. L-fucose foi expressa fracamente em 

Aspergillus niger 5924. D-galactose foi expressa moderadamente na superfície da parede celular de 

Aspergillus flavus 6029 e Aspergillus niger 5924 e fracamente em Aspergillus tamarii 6030. Metil-

α-D-manose foi expresso moderadamente na superfície da parede celular de Aspergillus niger 5924 

e Aspergillus sydowii 6038 e fracamente em Aspergillus flavus 5985, Aspergillus flavus 5987, 

Aspergillus flavus 6029, Aspergillus tamarii 5954 e Aspergillus tamarii 6030.    

Discussão 

Tendo em vista a importância médica de Aspergillus spp como causadores de infecção 

hospitalar e infecção de pacientes imunocomprometidos, é importante estudar a composição 

bioquímica de fungos, especialmente da parede celular. De acordo com Pinto et al. (2008), esta 

estrutura é composta de um único número de polissacarídeos interligados, incluindo quitina e uma 

variedade de glicanos. No entanto, a composição da parede celular pode variar substancialmente 

entre as espécies de fungos e cepas (Pinto et al., 2008, Nenoff et al., 2000, Alvino et al., 2004).  

Numerosos relatos sobre o perfil de carboidratos, através de ensaios de marcação com 

lectinas, da superfície da parede celular de fungos de importância médica tais como Aspergillus 

fumigatus, Cryptococcus neoformans, Paracoccidioides brasiliensis e outros, tem mostrado que a 

maioria desses fungos exibiu N-acetil-D-glicosamina e glicose/manose sobre a superfície celular, 

como demonstrada pela marcação com WGA e Con A, respectivamente (Cailliez et al., 1990, 

Slifkin; Doyle, 1990, Doyler; Slifkin, 1994, Calderon et al, 1997, Masuoka, 2004).   

Em um estudo usando técnicas de histoquímica com lectinas e um modelo in vivo de 

ceratomicose, Robin et al. (1986) descreveram o perfil de carboidratos da parede celular de 

Aspergillus fumigatus em tecido de córnea. As lectinas WGA, UEA-I e Con A marcaram 

intensamente o isolado de Aspergillus fumigatus. Este resultado está de acordo com nossos achados, 

embora tenha havido algumas variações, talves devido à diferença das espécies avaliadas e o local 

da infecção. Como mencionado anteriormente, alguns estudos sugerem que a expressão de 
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carboidratos varia de acordo com as espécies de fungos e as condições de crescimento, incluindo o 

substrato em que o fungo é encontrado (Leal et al., 2011a, Alvino et al., 2004). Isto pode ser 

observado na comparação dos padrões de marcação da lectina na superfície da parede celular das 

amostras de Aspergillus flavus no tecido cerebral e pulmonar. 

Vários estudos têm relatado em detalhes que as lectinas podem ser de valor como importante 

ferramenta no diagnóstico micológico (García et al., 2002, Munõz et al., 2003, Cailliez et al., 1990, 

Slifkin; Doyle, 1990, Robin et al.,1986). Elas têm sido usadas na tentativa de identificar e tipificar 

os agentes fúngicos in vitro, bem como em amostras de tecido e amostras histopatológicas fixadas 

obtidas de micoses experimentais (García et al., 2002, Leal et al., 2011a, Robin et al.,1986). Mas 

um ponto importante que deve ser considerado por pesquisadores que realizam qualquer estudo 

sobre diagnóstico micológico é a experiencia profissional em reconhecer as diferentes formas de 

estruturas fúngicas em parasitismo como hifas, pseudohifas, células de leveduras, cabeça conidial, 

esférulas e outras (Lacaz et al., 2002).  

Assim, os resultados obtidos neste estudo indicam que o uso das lectinas WGA e Con A 

permite a visualização de estruturas de Aspergillus como hifas, cabeça conidial e conídios em 

espécimes histopatológicas de cérebro e pulmão obtidas durante a necrópsia de pacientes 

diagnosticados post-mortem com aspergilose. Estudos futuros estão sendo planejados, incluindo a 

expansão do número de lectinas a serem utilizadas e a autenticação molecular através da análise das 

regiões de DNA das espécies de Aspergillus avaliadas que estão mantidas na Coleção de Cultura 

Micoteca URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco.   
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Tabela 1. Pacientes diagnosticados post-mortem com aspergilose. 

Número do 

paciente 

Sexo 

(M, F) 

Idade 

(anos) 
Doença de base Ocupação 

Sítio 

corpóreo 
Fungos/Micoteca URM 

1 F 55 Neoplasia 

cerebral 

Lavadeira Cérebro Aspergillus flavus 6029 

2 M 83 Sífilis 

Diabetes 

Aposentado Pulmão Aspergillus flavus 5987 

3 F 66 Diabetes 

Hipertensão 

Aposentada Pulmão Aspergillus flavus 5985 

4 M 75 Diabetes Aposentado Pulmão Aspergillus niger 5924 

5 F 67 Diabetes 

AVC 

Aposentada Pulmão Aspergillus sydowii 6038 

6 M 56 Tuberculose Pintor Pulmão Aspergillus tamarii 5954 

7 F 90 AVC 

Tuberculose 

Aposentada Pulmão Aspergillus tamarii 6030 

M= masculino, F= feminino e AVC= acidente vascular cerebral. 
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Tabela 2. Padrão de marcação das lectinas sobre a superfície da parede celular das espécies de Aspergillus 

em espécimes histopatológicas de cérebro e pulmão obtidos durante a necrópsia de pacientes diagnosticados 

post-mortem com aspergilose invasiva.  

Espécies/Micoteca URM Tecido 
Padrão de marcação das lectinas 

WGA UEA-I PNA Con A 

Aspergillus flavus 6029 Cérebro +++ - ++ + 

Aspergillus flavus 5987 Pulmão ++ - - + 

Aspergillus flavus 5985 Pulmão ++ - - + 

Aspergillus niger 5924 Pulmão +++ + ++ ++ 

Aspergillus sydowii 6038 Pulmão ++ - - ++ 

Aspergillus tamarii 5954 Pulmão ++ - - + 

Aspergillus tamarii 6030 Pulmão ++ - + + 

Intenso (+++), moderado (++), fraco (+) ou ausente (-).  
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Figura 1. Marcação da lectina Wheat germ agglutinin (WGA) nas Aspergillus spp em espécimes 

histopatológicas de cérebro (a-c) e pulmão (d-j) obtidas durante a necrópsia: Aspergillus flavus 6029 (a-c), 

Aspergillus flavus 5987 (d), Aspergillus niger 5924 (e-g), Aspergillus sydowii 6038 (h) e Aspergillus tamarii 

6030 (i-j). O teste controle (l-m) foi realizado na ausência de marcação da lectina. C= Conidios. Ch= Cabeça 

conidial. M= Micelium. Lt= Tecido pulmonar. 
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4. VARIABILIDADE DE EXPRESSÃO DE QUITINA E OUTROS CARBOIDRATOS DA 

SUPERFÍCIE DA PAREDE CELULAR DE CONÍDIOS/HIFA DE ESPÉCIES DE 

ASPERGILLUS USANDO LECTINAS E SUSCEPTIBILIDADE IN VITRO A 

ANFOTERICINA B, VORICONAZOL E ITRACONAZOL 
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Trabalho para publicação como Leal, A.F.G., Beltrão, E.I.C., Wanderley, A.G., Neves, R.P. 2011.  Variabilidade de 

expressão de quitina e outros carboidratos da superfície da parede celular de conídios/hifa de espécies de Aspergillus 

usando lectinas e susceptibilidade in vitro a anfotericina B, voriconazol e itraconazol. Mycoses. 
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Resumo 

Este estudo avaliou a expressão de quitina (polímero linear do monossacarídeo N-acetil-D-

glicosamina), L-fucose, D-galactose e glicose/manose presentes na parede celular de espécies de 

Aspergillus através do ensaio de marcação com lectinas e a susceptibilidade antifúngica in vitro à 

anfotericina B, voriconazol e itraconazol. As lectinas usadas no ensaio foram concanavalina A (Con 

A), wheat germ agglutinin (WGA), Ulex europeus agglutinin I (UEA I) e peanut agglutinin (PNA), 

todas conjugadas a peroxidase. A metodologia utilizada na susceptibilidade antifúngica seguiu as 

condições descritas nos protocolos M38-A2 do Clinical and Laboratory Standard Institute. Todas as 

culturas de Aspergillus apresentaram baixa concentração inibitória mínima (MIC) para anfotericina 

B e itraconazol. Entretanto, os isolados avaliados foram menos sensíveis ao voriconazol para o qual 

o MIC variou de 4 a 16 µg/mL. Os resultados obtidos neste estudo indicam que a expressão de N-

acetil-D-glicosamina e glicose/manose, na superfície da parede celular das espécies de Aspergillus 

avaliadas, apresentam maior estabilidade de expressão tanto no crescimento fúngico in vitro quanto 

em parasitismo.  

 

Palavras-chave: Carboidratos da parede celular, Aspergillus, susceptibilidade antifúngica, lectinas. 
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Introdução 

A resistência ou susceptibilidade dos fungos aos agentes antifúngicos pode estar associada 

com a composição e estrutura da parede celular destes microrganismos (Bahman et al., 2002, 

Stevens et al., 2006, Mayers, 2009).  

A parede celular é um dos principais componentes estruturais da célula fúngica onde ocorre 

a maior parte das funções biológicas relacionadas à patogenicidade, virulência e resistência aos 

fármacos, uma vez que medeia a interação fungo-hospedeiro e fungo-antifúngico (Masuoka et al., 

2004, Lima-Neto et al., 2009, Mayers, 2009).   

Aspergillus é um fungo ubíquo que pode causar uma variedade de síndromes clínicas. Este 

gênero tem emergido como agente de infecções sistêmicas e conquistado considerável importância 

para saúde pública (Macêdo et al., 2009). Muitos trabalhos têm relatado tolerância/resistência, in 

vitro e in vivo, de espécies de Aspergillus a determinados agentes antifúngicos como o polieno 

anfotericina B e os azólicos voriconazol e itraconazol (Walsh et al., 2008).  

Assim, a caracterização dos carboidratos da superfície celular pode conduzir a uma melhor 

compreensão dos mecanismos pelo qual o fungo evita/reage à ação dos agentes antifúngicos bem 

como do sistema imunológica, ajudando no desenvolvimento de testes diagnósticos baseados na 

identificação desses carboidratos (Bose et al., 2003). 

Cada carboidrato presente na célula é uma molécula potencial de reconhecimento das 

lectinas. A capacidade das lectinas de reconhecer glicoconjugados, presentes na superfície celular, 

tornou possível empregar essas proteínas em estudos microbiológicos, especialmente na 

caracterização dos carboidratos da parede celular fúngica (García et al., 2002, Munõz et al., 2003, 

Sharon, 2007, Pinto et al., 2008). 

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressão de quitina (polímero linear do 

monossacarídeo N-acetil-D-glicosamina), L-fucose, D-galactose e glicose/manose presentes na 

parede celular de espécies de Aspergillus através da marcação com lectinas e a susceptibilidade in 

vitro antifúngica a anfotericina B, voriconazol e itraconazol.  
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Material e métodos  

Microrganismos 

As espécies de Aspergillus avaliadas neste estudo totalizaram nove isolados, sendo três de A. 

fumigatus isoladas de amostras clínicas de pacientes diagnosticados com aspergilose invasiva e seis 

culturas fúngicas de A. flavus (3), A. tamarii (2) e A. niger (1) isoladas de material obtido em 

necrópsia (Leal et al., 2011b). As amostras de fungos isolados desses casos estão mantidas sob óleo 

mineral na coleção de Cultura URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de 

Pernambuco (Tabela 1). 

Ensaio de marcação com lectinas  

As lectinas concanavalina A (Con A), wheat germ agglutinin (WGA), Ulex europeus 

agglutinin I (UEA-I) e peanut agglutinin (PNA), todas conjugadas a peroxidase (Sigma Chemical 

Co., St Louis, MO, USA) foram usadas de acordo com Leal et al. (2011a). As amostras fúngicas 

foram cultivadas em meio batata-dextrose ágar (BDA) (Difco) contido em placas de Petri por sete 

dias a 35ºC. Uma fita adesiva posicionada com a parte colante para baixo foi levemente pressionada 

sobre a colônia do fungo. A fita foi subsequentemente removida e colocada longitudinalmente sobre 

lâminas de microscópio. A amostra de fungo na fita foi incubada com a lectina (50µg/mL) por 1h a 

4°C. A marcação com lectina foi visualizada usando 3,3-diaminobendizina (DAB) e peróxido de 

hidrogênio em tampão fosfato salina (PBS) por até 8 min. Entre cada etapa foram realizadas 

lavagens com PBS (2 x 5 min). Ensaios controle foram feitos por inibição da lectina com seu açúcar 

específico correspondente: N-acetil-D-glicosamina, α-L-fucose, D-galactose e metil-α-D-

manosideo para WGA, UEA I, PNA e Con A, respectivamente, a 300 mM de concentração. O 

controle da amostra de fungo na fita foi realizado na ausência da lectina. O padrão de marcação foi 

avaliado por microscopia de luz e classificado qualitativamente como intenso (+++), moderado 

(++), fraco (+) ou negativo (-), conforme Leal et al. (2011a) adaptado de Ozer (2000). 

Atividade antifúngica in vitro  
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A metodologia utilizada seguiu as condições descritas no protocolo M38-A2 do Clinical and 

Laboratory Standard Institute (CLSI, 2008). O isolado ATCC 22019 de C. parapsilosis foi utilizado 

como controle.  

Meio sintético: O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute, 

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), sem bicarbonato de sódio, com glutamina e vermelho de 

fenol como indicador, tamponado com ácido 3-[N-morfolino] propanosulfônico (MOPS; 0,165 mol 

L-1; Sigma-Aldrich, E.U.A.) e ajustado para pH 7,0 ± 0,1. Este meio foi esterilizado em filtro de 

membrana (Millipore®) de 0,22 μ e armazenado a 4ºC. 

Agentes antifúngicos: As concentrações variaram de 0,125 μg/mL a 64 μg/mL para anfotericina B 

(Diflucan®, Novartis, São Paulo, Brasil) e de 0,03 μg/mL a 16 μg/mL para itraconazol (Sigma, 

EUA) e voriconazol (Sporanox
®
, Janssen-Cilag, São Paulo, Brasil). Esses fármacos foram 

preparados em dimetilsulfóxido (DMSO; Gibco, Minas Gerais, Brasil). 

Inóculo de fungos filamentosos: Isolados de Aspergillus foram repicados em batata-dextrose ágar 

(Difco) em tubo e incubados por sete dias a 35ºC. Seqüencialmente, 1 mL de solução salina a 

0,85% esterilizada foi adicionado às colônias fúngicas, e a suspensão foi homogenizada, 

delicadamente, com a ponta de uma pipeta de transferência. Posteriormente, a mistura resultante foi 

transferida para tubo de ensaio esterilizado, adicionado de 10 μL de Tween 20 para facilitar a 

dispersão dos esporos. Após cinco minutos de repouso, o sobrenadante foi transferido para outro 

tubo de ensaio esterilizado e agitado por 15 segundos em vórtex. A densidade da suspensão foi 

ajustada por espectrofotômetro a 530nm para obter uma transmitância de 80-82%. Em seguida, as 

suspensões foram diluídas (1:50) em RPMI 1640, obtendo-se uma concentração final de 0,4 x 10
4
 a 

5 x 10
4
 UFC/mL. 

Procedimentos: Em placas de microtitulação de fundo chato com 96 poços (TPP, Trasadingen, 

Suíça) foram dispostos 100 μL de cada uma das diluições das drogas a serem testadas nas colunas 

de 1 a 10. Em seguida, 100 μL de meio RPMI 1640 foram distribuídos nas colunas 11 e 12, as quais 

foram utilizadas como controle de crescimento e de esterilização, respectivamente. Posteriormente, 
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100 μL do inóculo padronizado foram adicionados aos poços das colunas 1 a 11, sendo as 

microplacas incubadas a 35ºC por 48 horas.  

Interpretação dos resultados: A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) foi 

realizada através da observação visual do poço que mostrou redução de crescimento fúngico, 

considerando o crescimento total do poço controle.  

Resultados 

WGA marcou intensamente os esporos e hifas da maioria dos isolados fúngicos analisados. 

Na tabela 1 e figura 1 e 2 podem ser observados padrões de marcação das lectinas nos esporos e 

filamentos micelianos, respectivamente. 

De acordo com os dados obtidos, dos nove isolados testados, sete apresentaram alta 

expressão de N-acetil-D-glicosamina, enquanto moderada expressão foi visualizada em duas 

amostras de A. flavus. A D-galactose foi expressa moderadamente em oito isolados e fracamente em 

apenas um isolado de A. flavus. L-fucose e glicose/manose apresentaram maiores variações 

intraespecíficas e interespecíficas sobre a parede celular. L-fucose não foi expressa ou não foi 

acessível na parede celular de um isolado de A. flavus e A. niger. A ausência de marcação da Con A 

em um isolado de A. tamarii pode ser explicada pela ausência ou não acessibilidade de glicose e/ou 

manose na superfície celular do isolado testado.  

A atividade antifúngica in vitro dos fármacos avaliados frente às amostras de Aspegillus 

pode ser observada na tabela 1. Todas as culturas de Aspergillus apresentaram baixo MIC para 

anfotericina B e itraconazol. Entretanto, os isolados avaliados foram menos sensíveis ao 

voriconazol para o qual o MIC variou de 4 a 16 µg/mL. 

Discussão 

Diversos estudos mostram que a quantidade de quitina (polímero linear do monossacarídeo 

N-acetil-D-glicosamina) presente na parede celular dos fungos pode estar envolvida na resistência 

ou sensibilidade a drogas antifúngicas (Stevens et al., 2006, Mayers, 2009).  
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Bahman et al. (2003) verificaram que a sensibilidade de leveduras a anfotericina B era 

inversamente proporcional à quantidade de quitina na parede celular. Quando a síntese de quitina 

era aumentada pela ação da enzima quitina sintetase a atividade da anfotericina B era potencializada 

nas amostras de Kluyveromyces e Candida. Por outro lado, quando a síntese de quitina era reduzida 

por um inibidor, as leveduras se tornavam resistentes ao agente antifúngico. Estes achados 

coincidem com nossos resultados, uma vez que a marcação com WGA pode confirmar que todas as 

amostras sensíveis a anfotericina B e ao itraconazol expressaram de moderada a alta concentração 

de N-acetil-D-glicosamina na parede celular.   

 Sabe-se que a anfotericina B pode matar a célula fúngica através da ligação com o 

ergosterol, presente na membrana celular, alterando sua permeabilidade e causando a perda de 

constituintes citoplasmáticos (Cowen; Steinbach, 2008). A sensibilidade do fungo a este polieno 

parece estar ligada a quantidade de ergosterol presente na membrana celular (Hakkou et al., 1988, 

Anachi et al., 1995). Outro mecanismo de ação é apresentado pelos compostos azólicos, que atuam 

sobre enzimas do citocromo P450 dos fungos bloqueando a demetilação do lanosterol e a síntese de 

ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana e a viabilidade da célula fúngica (Cowen; 

Steinbach, 2008). Entretanto, alguns trabalhos têm relatado que a sensibilidade destes 

microrganismos não depende apenas da presença/síntese de ergosterol na superfície celular, 

demonstrando a necessidade de mais estudos bioquímicos de parede celular (Sarinová et al., 2007). 

Independente do mecanismo de ação, antes da interação com a membrana, o antifúngico 

precisa ultrapassar as camadas da parede celular, constituída de 80 a 90% de carboidratos, além de 

proteínas e lipídeos. Os monossacarídeos mais frequentemente encontrados na parede celular dos 

fungos são D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, D-manose, D-galactose, D-galactosamina, L-fucose, 

D-glicosamina, xilose e ácido D-glicurônico (Shibata; Okawa, 2006). 

Comparando a ação antifúngica entre os triazólicos, tem sido verificado que a maioria dos 

fungos filamentosos é mais sensível ao voriconazol do que ao itraconazol (Walsh et al., 2008). 

Entretanto, embora os isolados de Aspergillus testados tenham sido sensíveis ao voriconazol, o 

/auth:Shibata,N
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itraconazol foi o fármaco que melhor apresentou atividade antifúngica in vitro. Também em outros 

estudos foi verificado que isolados fúngicos, clínicos e ambiental, apresentaram maior sensibilidade 

ao itraconazol (Lass-Flörl et al., 2001, Sun et al., 2002, Meneau; Sanglard, 2005, Izquierdo et al., 

2009). 

A interação entre fungo-paciente e fungo-fármaco ocorre inicialmente ao nível da parede 

celular. Assim, a caracterização dos carboidratos da superfície celular pode conduzir a uma melhor 

compreensão da adesão fúngica à célula hospedeira e mecanismos de evasão do fungo à ação do 

sistema imunológico e dos agentes antifúngicos (Bose et al., 2003, Pinto et al., 2008, Lima-Neto et 

al., 2009, Mayers, 2009).    

As seis amostras de fungos obtidas de pacientes diagnosticados post-mortem com 

aspergilose invasiva foram anteriormente avaliadas, através da histoquímicas com lectinas, quanto à 

expressão dos glicoconjugados presentes na superfície da parede celular em amostras 

histopatológicas de cérebro e pulmão (Leal et al., 2011b). Verificamos que os isolados A. flavus 

5985, A. flavus 5987, A. tamarii 5954 e A. tamarii 6030 não expressaram α-L-fucose na superfície 

da parede celular em amostras histopatológicas de pulmão. Outra variação foi observada com 

relação à expressão de D-galactose. Este açúcar não foi detectado nos isolados A. flavus 5985, A. 

flavus 5987 e A. tamarii 5954 em espécimes histopatológicos. Entretanto, a expressão de N-acetil-

D-glicosamina e glicose/manose foram detectadas tanto in vitro, ou seja, o fungo crescido em meio 

de cultura (BDA), quanto nas amostras de tecido de cérebro e pulmão. A exceção foi o isolado A. 

tamarii 5954 que não expressou glicose/manose na condição in vitro. 

As influências desses carboidratos da parede celular dos fungos na sensibilidade ou 

resistência desses microrganismos aos agentes antifúngicos bem como na interação fungo-

hospedeiro precisam ser investigados. Contudo, os resultados obtidos em nossos estudos indicam 

que a expressão de N-acetil-D-glicosamina e glicose/manose na superfície da parede celular das 

espécies de Aspergillus avaliadas apresentaram maior estabilidade de expressão tanto no 

crescimento fúngico in vitro quanto em parasitismo.     
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Tabela 1. Padrão de marcação com lectinas e susceptibilidade antifúngica in vitro com isolados clínicos de Aspergillus.  

Espécies/Micoteca 

URM 

Amostra 

clínica de 

isolamento  

MIC (µg/mL) Padrão de marcação com lectinas 

AMB ITC VOR WGA UEA-I PNA Con A 

A. flavus 5985 Pulmão 0,5 0,031 16 ++ + + + 

A. flavus 5987 Pulmão 0,125 0,031 8 +++ + ++ ++ 

A. flavus 6029 Cérebro 0,062 0,031 8 ++ - ++ ++ 

A. fumigatus Pulmão 0,062 0,031 4 +++ ++ ++ + 

A. fumigatus Pulmão 0,125 0,031 8 +++ + ++ + 

A. fumigatus Esputo 1 0,031 8 +++ + ++ + 

A. niger 5924 Pulmão 0,031 0,25 8 +++ - ++ ++ 

A. tamarii 5954 Pulmão 0,125 0,031 16 +++ + ++ - 

A. tamarrii 6030 Pulmão 0,25 0,031 16 +++ ++ ++ + 

Padrão de marcação: intenso (+++), moderado (++), fraco (+) ou ausente (-). Subst. = Substrato. MIC= Concentração 

inibitória mínima. AMB = anfotericina B. ITC= itraconazol. VOR = voriconazol. WGA = wheat germ agglutinin. 

UEA-I = Ulex europeus agglutinin I. PNA = peanut agglutinin. Con A = concanavalina A.  
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Figura 1. Padrão de marcação com lectinas em esporos: intenso (a), moderado 

(b), fraco (c) e ausente (d) (ampliação x400).  
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Figura 2. Padrão de marcação com lectinas em filamento miceliano: intenso 

(a), moderado (b), fraco (c) e ausente (d) (ampliação x400). 
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5. ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DA FORMULAÇÃO LIPOSSOMAL DO ITRACONAZOL 

NO TRATAMENTO DE CERATITE EXPERIMENTAL POR ASPERGILLUS FLAVUS  
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Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia da aplicação tópica da formulação lipossomal de 

itraconazol no tratamento de ceratite experimental por Aspergillus flavus. Os lipossomas foram 

obtidos pelo método de hidratação do filme lipídico seguido de sonicação. Fêmeas adultas de ratos 

Wistar (pesando 200-220g) foram imunossuprimidas com apenas uma aplicação de 150mg/kg de 

ciclofosfamida intraperitonealmente três dias antes da infecção com o fungo A. flavus URM 6029 

(10
7
 esporos/ml).  Após 48h da infecção, os animais foram tratados com a formulação lipossomal. 

Para efeito de comparação um grupo de animais (n=6) foi tratado com o fármaco não encapsulado. 

Ao fim do experimento os animais foram avaliados quanto às manifestações clínicas, unidade 

formadora de colônias (UFC/g) e exame direto/histopatológico. Os resultados obtidos neste estudo 

indicam a formulação lipossomal do itraconazol apresenta uma atividade antifúngica 

significativamente maior do que o fármaco livre no tratamento de ceratite fúngica experimental por 

A. flavus em ratos Wistar.   

Palavras-chave: Itraconazol lipossomal, atividade antifúngica, ceratite, Aspergillus flavus. 
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Introdução 

A ceratite fúngica é um problema oftalmológico importante em várias partes do mundo. 

Muitos casos podem progredir para infecção fulminante e alguns pacientes perdem a visão a 

despeito do tratamento agressivo (terapia cirúrgica). A sua prevalência é maior nas regiões de clima 

quente e geralmente está associada com traumatismo, doença de córnea pré-existente, uso de 

esteróides e antibióticos ou de lentes de contato (Oliveira et al., 2001; Srinivasan, 2004;  Keay et 

al., 2011).  

Os principais agentes causadores das infecções oculares são os fungos filamentosos hialinos, 

destacando-se as espécies de Fusarium e Aspergillus. Dentre as espécies de Aspergillus, as mais 

comumente isoladas de amostras clínicas são: A. flavus, A. fumigatus, A. tamarii, A. terreus e A. 

tubingensis. A etiologia dos fungos envolvidos nos casos de ceratite pode variar de acordo com a 

localização geográfica e o período do ano no qual a infecção é observada (Lima et al., 2005, Keay 

et al., 2011).      

Estudos recentes apontam o itraconazol como uma opção eficaz para o tratamento de 

ceratite fúngica, especialmente quando relacionados à Aspergillus spp. O itraconazol é um 

antifúngico altamente solúvel em lipídios, o que significa que pode atravessar facilmente o epitélio 

da córnea e assim erradicar efetivamente o fungo. No entanto, o itraconazol apresenta uma pobre 

biodisponibilidade ao nível de estroma. Apesar desta limitação, estudos têm sugerido que com o uso 

de um veículo apropriado, como o lipossoma, o fármaco poderia melhorar a sua distribuição no 

estroma e com isso oferecer um tratamento mais eficaz para infecções micóticas oculares 

(Kalavathy et al., 2005; Ramos et al., 2008; Tang et al., 2010).  

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia da aplicação tópica da formulação 

lipossomal do itraconazol no tratamento de ceratite experimental por A. flavus.  

Material e métodos  

Formulação lipossomal do itraconazol 
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O itraconazol (Sigma, EUA) encapsulado em lipossomas (ITZ-Lipo) foi obtido pelo método 

de hidratação do filme lipídico (Andrade et al., 2004). Inicialmente a fosfatidilcolina de soja (PC-

7), colesterol (CHOL-2), estearilamina (SA-1) e itraconazol (ITZ; 1mg/ml) foram solubilizados em 

uma mistura de clorofórmio:metanol (3:1) sobre um agitador magnético. A concentração final dos 

lipídios foram de 42mM.  

Os solventes foram removidos a vácuo durante 60 minutos (37±1°C, 80 rpm), resultando em 

uma formação do filme. Esses lipídios foram, então, hidratados com 10 ml de solução tampão 

fosfato pH 7,4, produzindo lipossomas multilamelares (MLV). A suspensão de lipossomas foi 

mantida sob um agitador magnético durante 5 minutos, sendo, em seguida, sonicada (Vibra Cell, 

BRANSON, EUA) a 200 W e 40 Hz por 300 segundos, para produzir lipossomas unilamelares 

pequenas (SUV).  

Caracterização do itraconazol lipossomal 

 A análise físico-química foi realizada imediatamente após a preparação. Foram analisados 

os seguintes parâmetros: diâmetro da partícula (Beckman Coulter DeltaTM Nano S Particle 

Analyzer), pH (Bioblock Scientific 99622, Prolabo), conteúdo de ITZ nos lipossomas e a taxa de 

encapsulação. Uma alíquota de amostras de lipossoma (25µl) foi diluída em 10ml de metanol e, em 

seguida, sonicada durante 5 minutos para determinar o conteúdo do ITZ por meio de espectrometia 

a 262 nm, utilizando uma curva padrão de ITZ com concentrações variando de 4 a 12 µg/ml. A 

eficiência do encapsulamento foi determinada pela técnica ultrafiltração/ultracentrifugação 

Ultrafree (Millipore, EUA). Após a centrifugação das amostras de ITZ-Lipo (Ultracentrifuge KT 

20000, Kubota, Japão) a 8.776g por 1 hora a 4°C, a concentração de ITZ no precipitado foi também 

medida por meio de espectrometria UV a 262 nm e a taxa de encapsulação do ITZ foi calculado em 

relação ao seu conteúdo inicial na formulação lipossomal (Parikh et al., 2011).     

Aspergillus flavus URM 6029 

Foram testados nove isolados clínicos de Aspergillus spp estocados na Coleção de Cultura 

Micoteca URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) 
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para sensibilidade in vitro ao itraconazol de acordo com o método do Instituto de Padrões Clínicos e 

Laboratoriais (CLSI) Manual M38-A2, (NCCLS, 2008). (dados não apresentados). A concentração 

inibitória mínima para o itraconazol foi 0,031µg/ml. Aspergillus flavus URM 6029 foi obtido de 

uma paciente com neoplasia cerebral e usado devido a sua alta virulência e sensibilidade in vitro ao 

itraconazol.    

Animais e protocolo de imunossupressão 

Fêmeas adultas de ratos Wistar (pesando 200-220g) foram obtidas do biotério do 

Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) da UFPE. Os animais foram manuseados de 

acordo com procedimentos experimentais aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal de Pernambuco (protocolo n° 23076.008239/2009-96). O 

protocolo de imunossupressão foi adaptado de Wu et al. (2003). Foi administrada apenas uma 

aplicação de 150mg/kg de ciclofosfamida (Baxter Oncology GmbH) intraperitonealmente três dias 

antes da infecção com o fungo A. flavus URM 6029.    

Modelo de infecção por A. flavus 

Três dias após o início da imunossupressão, os animais (n=6) foram infectados através da 

inoculação intra-ocular de 0,1ml de A. flavus URM 6029 (10
7
 esporos/ml). Este procedimento foi 

realizado com o uso de agulha de 13 x 4,5mm e seringa de 1 ml (seringa para insulina). Antes da 

inoculação do fungo, os animais foram anestesiados com uma aplicação intramuscular de quetamina 

(60mg/kg) e xilazina (6mg/kg). Os animais foram observados diariamente quanto aos sinais clínicos 

durante 9 dias. 

Tratamento com a formulação lipossomal 

Após 48h da infecção, os animais (n=6) foram tratados com a formulação lipossomal. Para 

efeito de comparação um grupo de animais foi tratado com o fármaco não encapsulado. Para isso o 

itraconazol foi dissolvido em uma solução de 100% Dimetilsufóxido (DMSO) na concentração de 

1mg/ml. As formulações foram administradas topicamente (uma gota de 20µl). As doses foram 

aplicadas a cada três horas, entre 08:00 às 23:00 h, durante sete dias. Um grupo de animais (n=6) 
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não tratado recebeu apenas PBS. Doze horas após a aplicação da última dose os animais foram 

avaliados clinicamente e sacrificados através do deslocamento cervical.         

Avaliação clínica 

Para uma melhor avaliação da eficácia terapêutica das duas formulações 

(lipossomal/fármaco livre), as manifestações clínicas da ceratite fúngica foram classificadas da 

seguinte maneira: opacificação da córnea, 0 - sem lesão; 1 - fraca (pequeno edema de córnea); 2 - 

moderada (edema em dois quadrantes da córnea); 3 - forte (opacificação total da córnea). O critério 

de avaliação clínica foi adaptado de Yavas et al. (2008).   

Contagem das unidades formadoras de colônias (UFCs) e exame micológico 

direto/histopatológico  

O globo ocular dos animais foram pesados e macerados em PBS (1:10). Após a diluição das 

amostras, 0,1 mL foram plaqueados na superfície do meio DAS, acrescido de cloranfenicol 

(50mg/ml) e incubados a 37°C por 24-72h. Os resultados das colônias foram expressos como 

UFC/g de tecido. Parte da amostra clínica dos animais foi utilizada para realizar o exame direto e o 

estudo histopatológico.     

Análise estatística  

A significância estatística quanto à manifestação clínica e das UFCs foi avaliada pela análise 

de variância (ANOVA) seguida pelo teste-t Student. O nível de significância foi determinado em 

p<0,05.  

Resultados 

 Itraconazol lipossomal. A formulação lipossomal utilizada no tratamento dos animais 

apresentou as seguintes características: distribuição dos tamanhos das partículas foi de 276.5 nm 

com o coeficiente de polidispersão de 0.265, o conteúdo do ITZ em lipossomas foi de 90,5 ±0,5%, a 

taxa de encapsulação do ITZ foi de 87 ±0,2% e pH=7,6.    

Avaliação clínica. Antes de iniciar o tratamento (48h após a inoculação intra-ocular do A. 

flavus) metade dos animais de cada grupo apresentavam uma fraca opacificação da córnea enquanto 
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a outra metade não apresentava qualquer lesão. No último dia de avaliação todos os animais do 

grupo não tratado apresentaram uma opacificação total da córnea. No grupo de animais tratados 

com o fármaco livre, dos seis animais avaliados, um apresentou opacificação total da córnea, três 

apresentaram edema de córnea em dois quadrantes e dois apresentaram um pequeno edema. No 

grupo de animais tratados com a formulação lipossomal dois animais apresentaram edema de 

córnea moderada (opacificação em dois quadrantes da córnea), um apresentou um pequeno edema e 

três animais não apresentaram qualquer lesão. Os dados referentes à avaliação clínica dos animais 

podem ser visualizados na Tabela 1 e Figura 1.       

UFCs. As unidades formadoras de colônias variaram de 32-45 UFC/g para o grupo de 

animais não tratados. No grupo de animais tratados com o fármaco livre foi possível quantificar 

(variou de 2-13 UFC/g) e identificar o fungo em todas as amostras clínicas avaliadas. No grupo 

tratado com a formulação lipossomal metade das amostras clínicas avaliadas (três animais) não foi 

identificado/quantificado nenhum crescimento fúngico enquanto o restante variou de 2-16 UFC/g. 

Os dados referentes à UFCs de cada grupo podem ser visualizados na Tabela 1.           

 Exame micológico direto/histopatológico. Houve uma correlação entre o exame 

micológico direto/histopatológico com os resultados obtidos na cultura e na avaliação clínicas da 

ceratite fúngica. Nos animais que apresentaram uma opacificação total da córnea foram 

visualizados numerosos filamentos micelianos hialinos (Figura 1).      

Discussão 

No tratamento de pacientes com ceratite fúngica, os oftalmologistas são confrontados com 

três dificuldades principais: a quantidade limitada de agentes antifúngicos disponíveis, a pobre 

penetração intra-ocular de muitos desses fármacos e a toxidade destes compostos antifúngicos.  Por 

muitos anos a anfotericina B vinha sendo utilizada como o principal antifúngico nos tratamentos de 

ceratite fúngica. No entanto, a sua toxicidade levou a sua lenta substituição pela natamicina como a 

medicação de primeira escolha para os casos de ceratite, especialmente por fungos filamentosos 

(Kalavathy et al., 2005; Ramos et al., 2008).  
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Devido à alta massa molecular (665,75 Da) a natamicina apresenta uma baixa capacidade de 

penetração no epitélio da córnea. Essa pobre penetração ocular fez com que esse antifúngico fosse 

utilizado como monoterapia (aplicação tópica) apenas nos casos de ceratite fúngicas superficiais. 

Nos quadros clínicos mais severos de ceratite a terapia normalmente utilizada é a aplicação tópica 

da natamicina combinada com administração, por via oral, de um azólico (cetoconazol ou 

itraconazol) (Kalavathy et al., 2005; Prajna et al., 2010). 

 O itraconazol tem um amplo espectro de atividade antifúngica atuando efetivamente contra 

os fungos A. flavus, A. niger, Fusarium oxysporum e algumas espécies de Candida resistentes ao 

fluconazol. Sendo um composto lipofílico, o itraconazol facilmente atravessa o epitélio da córnea, 

mas sua penetração ao nível do estroma é bastante baixa. Contudo estudos têm mostrado que o uso 

de um veículo apropriado, como o lipossoma, pode melhorar significativamente a penetração do 

itraconazol na córnea (Kalavathy et al., 2005; Morand et al., 2007; Mishara et al., 2011).  

Pesquisas realizadas suportam a hipótese de que a melhor atividade antifúngica observada in 

vivo com o itraconazol lipossomal pode ter resultado do aumento das concentrações do fármaco nos 

sítios infectados pelo fungo (Ebrahim et al., 2005, Habib et al., 2010; Mishara et al., 2011). Apesar 

da alta carga fúngica de A. flavus (10
7
 esporos/ml) inoculada no globo ocular dos animais, metade 

destes não desenvolveram a ceratite quando tratados com a formulação lipossomal. Vale ressaltar 

que esse resultado foi obtido com o conteúdo de 90% do ITZ em lipossomas.  

Assim, os resultados obtidos neste estudo indicam que a formulação lipossomal do 

itraconazol apresenta uma atividade antifúngica significativamente maior do que o fármaco livre no 

tratamento de ceratite fúngica experimental por A. flavus em ratos Wistar. Estudos futuros estão 

sendo planejados, incluindo a expansão do número de antifúngicos (anfotericina B, natamicina, 

cetoconazol) a serem utilizados, para efeito de comparação, e uma caracterização mais detalhada da 

nossa formulação lipossomal do itraconazol.   
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Tabela 1. Avaliação clínica e unidades formadoras 

de colônia da atividade antifúngica da formulação 

lipossomal do itraconazol no tratamento de 

ceratite experimental por Aspergillus flavus.  

 

Grupo controle vs Grupo teste 

Rato/número 

 

Lesão ocular 

 

UFC/g 

 Controle  

1 3 39 

2 3 35 

3 3 41 

4 3 37 

5 3 45 

6 3 32 

 ITZ  

1 2 7 

2 1 2 

3 1 2 

4 2 9 

5 3 13 

6 2 10 

 ITZ-LIPO  

1 0 0 

2 1 2 

3 0 0 

4 2 11 

5 2 16 

6 0 0 

ITZ= itraconazol. ITZ-LIPO= formulação lipossomal 

do itraconazol. UFC= unidade formadora de colônia. 

Classificação clínica das lesões oculares: opacificação 

da córnea, (0)= sem lesão, (1)= fraca, (2)= moderada 

e (3)= forte.  
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Figura 1. Classificação clínica da ceratite fúngica experimental em ratos Wistar: opacificação da 

córnea [(a)= sem lesão, (c)=fraca, (e)= moderada e (g)= forte]  e o resultado do exame direto 

[(b)=não observados filamentos micelianos e (d,f,h)= presença de filamentos micelianos hialinos].  
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6. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Todas as espécies de Aspergillus avaliadas, através da histoquímica com lectinas em espécimes 

histopatológicas de cérebro e pulmão, expressam N-acetil-D-glicosamina e glicose/manose na 

superfície da parede celular, enquanto a expressão de L-fucose e D-galactose demonstram variações 

inter e intra-específicas. 

 

O uso das lectinas WGA e Con A permite a visualização das estruturas de Aspergillus como hifas, 

cabeça conidial e conídios em espécimes histopatológicas de cérebro e pulmão obtidas durante a 

necrópsia de pacientes diagnosticados post-mortem com aspergilose. 

 

A expressão de N-acetil-D-glicosamina e glicose/manose na superfície da parede celular das 

espécies de Aspergillus avaliadas apresentam maior estabilidade de expressão tanto no crescimento 

fúngico in vitro quanto em parasitismo. 

 

A formulação lipossomal do itraconazol apresenta atividade antifúngica significativamente maior 

do que o fármaco livre no tratamento de ceratite fúngica experimental por A. flavus em ratos Wistar. 
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