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RESUMO

A criptococose € uma infeccdo flingica predominantemente oportunista cujos principais
agentes etioldgicos sdo Cryptococcus neoformans e C. gattii. O tratamento de escolha para a
micose € a anfotericina B associada ou ndo a 5-fluorocitosina seguido de terapia de
manutencdo com fluconazol. Contudo, falhas no tratamento associadas a toxicidade e ao
aparecimento de resisténcia aos farmacos tém sido relatadas, o que torna essencial a
descoberta de novas alternativas terapéuticas, como a ciclopirox olamina (CPO). Neste
contexto, o objetivo deste estudo foi caracterizar e avaliar a acdo in vitro e in vivo da CPO
livre e encapsulada em lipossomas frente a amostras de Cryptococcus neoformans para futura
aplicacdo no tratamento da criptococose sistémica. Foram obtidas 30 amostras de
Cryptococcus neoformans provenientes de pacientes imunocomprometidos. A preparacao dos
lipossomas convencionais e furtivos de CPO foi realizada pelo método da hidratagdo do filme
lipidico e a caracterizacdo foi realizada avaliando os seguintes parametros: tamanho de
particula, indice de Polidispersdo (PDI) e taxa de encapsulacio (EE%). Para otimizacéo dos
constituintes lipidicos, foi realizado um planejamento fatorial fracionado a 2*! a partir da
melhor formulacdo obtida nos estudos de pré-formulagdo. A cinética de liberagdo in vitro foi
conduzida para avaliar e comparar estatisticamente o perfil de liberacdo dos sistemas
convencional e furtivo. Adicionalmente, testes de susceptibilidade antifingica foram
realizados de acordo com—Clinical and Laboratotry Standards Institute (CLSI). Para
caracterizacdo molecular dos isolados, PCR fingerprinting foi conduzida utilizando os primers
M13 e URAS5. O estudo in vivo foi conduzido com camundongos imunossuprimidos,
infectados com Cryptococcus neoformans (10° cels/mL) e tratados com CPO lipossomal
(Lipo-CPO) (0.5 mg/Kg). As concentraces de CPO utilizadas na forma livre e encapsuladas
em lipossomas convencionais e furtivos variaram de 0,30 a 625 pg/mL. Os resultados do
planejamento fatorial mostraram que o ponto central apresentou caracteristicas proeminentes
com reducdo do tamanho de particula em 17,1%; melhora do PDI em 15,34% e da quantidade
de farmaco encapsulado (25%). A cinética do lipossoma furtivo apresentou uma velocidade
de liberacdo mais controlada quando comparada ao lipossoma convencional. Com relacdo ao
teste de susceptibilidade, todos os in6culos foram susceptiveis a CPO livre, com atividade
fungistatica entre 0,30 e 0,61 pg/mL e fungicida entre 1,22 e 4,88 pg/mL. N&o houve
diferenca relacionada a atividade antifungica entre as formulacfes lipossomais convencionais
e furtivas. A atividade fungistatica dos lipossomas foi observada em concentracdes variando
de 1,22 e 2,44 ug/mL. A faixa das concentracdes fungicidas foi de 1,22 a 9,76 ug/mL. O
padrdo de bandas do URAS5 revelou que todos os isolados apresentam genotipo VNI,
caracteristico de C. neoformans. Lipo-CPO apresentou eficacia antifingica comparada a
anfotericina B ap6s 14 dias de infeccdo, reduzindo a carga fungica em aproximadamente 8%
no baco, 41% no figado, 63% no pulmao e 89% no cérebro. O exame histoldgico evidenciou
infiltrado celular no figado dos grupos tratados com Lipo-CPO e anfotericina B, porém com
menor intensidade quando comparado ao grupo controle. O estudo sugere que a CPO
encapsulada em lipossomas apresenta significativa acdo antimicdtica frente as amostras
sistémicas de C. neoformans, reforcando seu potencial na terapéutica da criptococose.

Palavras-chave: Criptococose, ciclopirox olamina lipossomal, cinética de liberacéo in vitro,
atividade antifingica in vitro, criptococose experimental.
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ABSTRACT

Cryptococcosis is an opportunistic fungal infection whose the main ethiological agents
are Cryptococcus neoformans and C. gattii. The treatment of choice for this mycosis is
amphotericin B combined or not with 5-fluorocytosine, followed by maintenance therapy with
fluconazole. However treatment failures associated with toxicity and drug resistance has been
reported, which makes it essential to the discovery of new therapies, such as ciclopirox
olamine (CPO). The purpose of this study was to characterize and evaluate the in vitro and in
vivo antifungal activity of ciclopirox olamine in its free form and encapsulated in liposomes
against thirty Cryptococcus neoformans isolates obtained from immunocompromised patients
for future application in systemic cryptococcosis treatment. Preparation of conventional and
stealth liposomes was performed to define particle size, polydispersity index (PDI), CPO
amount of encapsulated and efficiency of encapsulation (EE%). For optimization of liposomal
lipid constituents, a 2%! fractional factorial design was carried out from the prominent
formulation obtained in pre-characterization studies. In vitro release kinetics was conducted to
evaluate and compare statistically the release profile of conventional and stealth liposomes.
Antifungal susceptibility testing was conducted in accordance with the reference method.
Regarding molecular characterization, PCR fingerprinting was carried out by using MT3 and
URAJS primers. Concentrations of CPO used in free form and encapsulated into stealth and
conventional liposomes ranged from 625 to 0.3 pg.mL™. Despite of the central point of the
factorial design have increased the total lipids amount in 35.52%, it showed prominent
characteristics when compared with the L4 formulation with improvement of the mean size in
17.1%, PDI in 15.34% and CPO amount in 25%. The minimum concentrations of
stearylamine to obtain the stable formulation for one month was 5.88 mM. . Kinetics of
stealth liposomes showed a release profile more controlled as compared to conventional
liposomes. All inoculations were susceptible to CPO in its free form, presenting fungistatic
activity between 0.3 and 0.61 pg.mL* and fungicidal activity between 1.22 and 4.88 ng.mL™.
There was no difference with respect to antimycotic activity between conventional and stealth
liposomal formulations. Fungistatic activity of liposomes was observed at concentrations
ranging from 1.22 and 2.44 ug.mL™. Fungicidal concentration range was 1.22-9.76 ug.mL™.
The URAS profile analized demonstrated all isolates are VNI genotype (C. neoformans). The
treatment with Lipo-CPO showed a reduction of 8% of the C. neoformans population in
spleen, 40.8% in liver, 63% in lungs and 89% in brain after 14 days of infection. Histological
examination revealed cell infiltrate either Lipo-CPO or Amphotericin B treated groups, but
less intense when compared to control group. The results suggest that Ciclopirox olamine
loaded-liposomes have significant antimycotic activity against Cryptoccocus spp, reinforcing
its potential for in vivo studies and its application in cryptococcosis treatment.

Keywords: Cryptococosis, Ciclopirox olamine lipossomal, Release Kkinetic in vitro,
Antifungal activity in vitro, experimental cryptococcosis.
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1 INTRODUCAO

A criptococose, infeccdo fungica oportunista, cujo principal agente etioldgico é a
levedura encapsulada Cryptococcus neoformans, vem assumindo um papel relevante na
atualidade por ser uma das micoses mais comuns em pacientes imunocomprometidos com
mal prognostico. A inalagdo das estruturas viaveis desta levedura constitui a principal via de
contaminacdo, podendo a micose ser cutdnea, pulmonar ou acometer outros 0Orgéos,
principalmente meninges (LIN; HEITMAN, 2006; PARK et al., 2009; ALBUQUERQUE;
RODRIGUES, 2012).

Cryptococcus neoformans era reconhecido por apresentar trés variedades: C.
neoformans var. neoformans, C. neoformans var. gattii e C. neoformans var. grubii. Em 2002,
avancos nas pesquisas envolvendo a ecologia, a epidemiologia, a fisiologia e a genética de C.
neoformans permitiram que Kwon-Chung e colaboradores elevassem C. neoformans var gattii
a uma nova espécie: Cryptococcus gattii. Com base nestas informacdes, as antigas variedades
sdo reconhecidas atualmente por varios autores como espécies e variedades do complexo C.
neoformans, as quais correspondem Cryptococcus neoformans var. neoformans, C.
neoformans var. grubii e C. gattiii. As especies apresentam diferencas quanto a
epidemiologia, fisiologia, caracteristicas moleculares e padrdo de resisténcia aos antifingicos
(KWON-CHUNG et al., 2002; RIBEIRO; NGAMSKULRUNGROJ, 2008; BYRNES et al.,
2010; GUPTA,; FRIES, 2010; SAN-BLAS; BURGER, 2011).

O aparecimento de isolados de Cryptococcus resistentes aos farmacos mais utilizados
no tratamento da criptococose, como a anfotericina B, tem se tornado um problema frequente.
As opgdes terapéuticas sdo limitadas, particularmente devido a toxicidade, resisténcia fingica
e intolerancia aos medicamentos (NUCCI; MARR, 2005).

Diante deste contexto, diversos agentes antifungicos tém sido desenvolvidos e
avaliados para o acompanhamento e tratamento de infecgdes fungicas. Entre os agentes,
encontra-se um derivado da classe das hidroxipiridonas, a ciclopirox olamina, cuja atividade
antifingica foi descrita em 1973. Este farmaco apresenta amplo espectro de agéo
antimicrobiana, antiinflamatoria, antitumoral e excelente penetragdo tissular, sendo eficaz
contra fungos de interesse médico como as leveduras (NIEWERTH et al., 2003). Contudo,

pesquisas in vivo relacionadas ao uso da ciclopirox olamina no tratamento da criptococose
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sisttmica ainda ndo foram realizadas até o momento, sobretudo quando se refere ao
encapsulamento de farmacos através de sistemas nanoestruturados como os lipossomas
(SHAIKH; PAWAR, 2010).

Os lipossomas sdo ferramentas importantes na elucidacdo do mecanismo de acdo de
varios farmacos sobre as mais complexas membranas bioldgicas, assim como veicular
medicamentos em locais determinados minimizando os efeitos adversos encontrados na
terapia convencional (SANTOS-MAGALHAES et al., 2000; RODRIGUES et al., 2001;
ZHANG; GRANICK, 2006; CAVALCANTI et al., 2011).

As vantagens do uso de lipossomas como sistema de liberagdo de farmacos incluem o
tamanho e caracteristica da superficie da particula que pode ser facilmente manipulada para
alcancar o sitio alvo; controle e estabilidade do farmaco no transporte aumentando a eficacia
terapéutica e reduzindo os efeitos colaterais; incorporacdo do farmaco no sistema sem outra
reagdo quimica preservando a atividade do farmaco; utilizacdo do sistema através de varias
formas de administracdo como nasal, oral, intra-ocular, parenteral entre outras (MAJET;
KUMAR, 2000; BIRNBAUM; BRANNON-PEPPAS, 2003; MOHANRAJ; CHEN, 2006;
PEER et al., 2007; DAVIS; CHEN; SHIN, 2008; ZHANG et al., 2008; OLSON et al., 2010).

Com o intuito de desenvolver novas alternativas terapéuticas para o tratamento da
criptococose, 0 presente estudo teve como objetivo caracterizar e avaliar a acdo in vitro da
ciclopirox olamina livre e encapsulada em lipossomas frente amostras de Cryptococcus

neoformans para futura aplicacdo no tratamento da criptococose sistémica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Criptococose: vias de infeccdo e manifestacao clinica

A criptococose, conhecida anteriormente por Torulose, Blastomicose Européia ou
Doenca de Busse- Buschke, € uma micose de evolugdo aguda, subaguda ou cronica,
potencialmente fatal, que vem assumindo um papel relevante na atualidade por ser uma das
micoses mais comuns em pacientes imunocomprometidos (PARK et al. 2009; FRIES; COX,
2011). Além do homem, a doenca pode acometer animais domésticos, principalmente céo e
gato; além de animais silvestres (LIN; HEITMAN, 2006).

Em humanos, a criptococose é comumente diagnosticada em pacientes com
imunodepressdo celular, como os soropositivos para o Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV). Nos ultimos anos, o aumento do namero de casos da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida foi acompanhado pelo aumento da incidéncia de criptococose (PAPPALARDO;
MELHEM, 2003; PARK et al. 2009; FRIES; COX, 2011). Dessa forma, esta micose
atualmente é considerada a doenca oportunista com alto indice de morbidade e mortalidade
(PARK et al., 2009; ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2012).

Segundo levantamento realizado por Park e colaboradores em 2009, estima-se que
aproximadamente 1,000,000 de casos de meningite criptococécica ocorram a cada ano em
pacientes com AIDS, resultando 600,000 mortes no periodo de trés meses de infec¢do (PARK
et al., 2009). No Brasil, a doenca foi recentemente caracterizada como a micose que causa
maior nimero de mortes neste grupo de pacientes (PRADO et al., 2009). Com base nestes
dados, Albuquerque e Rodrigues (2012) em sua revisdo sobre o perfil da criptococose e
espécies patogénicas de Cryptococcus nos ultimos 20 anos, verificaram que o Brasil e em
segundo lugar, os Estados Unidos, sdo os responsaveis pela producdo técnico-cientifica na
area. Especificamento no Brasil, os principais estados responsaveis por tal producdo sdo
Minas Gerais (15%), S&o Paulo (25%), Rio de Janeiro (31%) e Rio Grande do Sul (16%)
(Figura 1).
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Figura 1. Contribuicéo global de autores Brasileiros no campo da criptococose em comparacao

com autores americanos. (A) Variacdo anual (1991-2010) da percentagem de artigos contendo autores

brasileiros ou americanos (B) Analise do perfil de produtividade cientifica comparando estudos onde os autores

brasileiros estiveram em qualquer posicdo da lista de autores, com artigos onde 0s cientistas brasileiros

estiveram na posi¢cdo senior (C) Andlise detalhada de perfis mostrando distribuicdo de artigos por autores

envolvendo os principais paises, incluindo o Brasil. (ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2012).

Com relacdo ao fungo, varios autores consideram C. neoformans como pertencente a

um complexo formado por espécies e variedades, as quais correspondem Cryptococcus

neoformans var. neoformans, C. neoformans var. grubii e C. gattiii (BYRNES et al., 2010;
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GUPTA,; FRIES, 2010; PEDROSO et al., 2010; DELIO et al., 2010; SAN-BLAS et al., 2011;
ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2012).

Além destas, Khawcharoenporn e colaboradores (2007) afirmam que C. albidus e C.
laurentii, consideradas saprdbias, foram relatadas como agentes de infeccdo. Os mesmos
autores citam outras espécies isoladas de material clinico, consideradas, contudo, de menor
imprtancia como C. uniguttulatus, C. curvatus, C. adeliensis, C. humiculus, C. luteolus e C.
macerans.

De acordo com Honsho et al. (2003) e Kommers et al. (2005), a primo infeccéo por C.
neoformans var. neoformans e C. gattii € pulmonar, seguida de disseminagdo. A alta
prevaléncia da levedura em isolados ambientais, aliada a rara transmissdo homem-homem ou
animal-animal, indica que a infeccdo € adquirida através de fontes ambientais do fungo,
especialmente a partir de inalacdo de blastosporos oriundos de excretas de aves (Figura 2).
Porém, a criptococose pulmonar ndo possui caracteristicas especificas, logo, o diagndstico
diferencial torna-se dificil. Esta auséncia de sintomas proporciona 0 aumento de casos
subdiagnosticados de criptococose, principalmente em pacientes imunocompetentes (ZHU et
al., 2002).

Figura 2. Ciclo de infeccéo de Cryptococcus spp.

Fonte: Adaptado de LIN; HEITMAN, 2006.



19

De acordo com Hull; Heitman (2002) e Abegg et al. (2006), algumas evidéncias
corroboram com o fato da infeccéo primaria ser nos pulmdes como a identificacdo de excretas
de aves como reservatorio ambiental e a descoberta, de particulas infecciosas com tamanho
compativel com a deposicédo alveolar (0,5 a 2 um). Associado a isto, estdo o reconhecimento
de pneumonia criptococdcica e a descri¢do de nodulos subpleurais.

Segundo Nufez et al. (2000), a infecgdo pulmonar priméria no imunocompetente €, na
maioria das vezes, assintomatica e regressiva, com resposta imunolégica e evolucao para cura.
Entretanto, de acordo com Vilchez et al. (2002) e Casali et al. (2003), a partir de uma leséo
pulmonar no imunodeprimido, pode haver progressdo, com disseminacdo por via linfo-
hematogénica, para outros sistemas, em especial para o sistema nervoso central (SNC). Neste
orgdo, meningoencefalite fungica é a forma clinica mais frequente com 75% dos casos.

No sistema nervoso central, além da meningoencefalite criptococdcica, podem ocorrer
quadros de meningite e encefalite. A sintomatologia inclui cefaléia e mudanga
comportamental, podendo evoluir para sinais de irritagdo meningea e vomitos. Em casos mais
graves, verifica-se confusdo mental, apatia e edema papilar. Observada sob a forma de
meningoencefalite, pode ter curso fulminante e de outra forma, pode representar uma
reativacdo de foco latente ou eclodir em virtude de reinfec¢do por nova exposi¢ao ao agente
(CASALI etal., 2001; PAPPALARDO; MELHEM, 2003; CORTI et al., 2008).

Bivanco; Machado; Martins (2006); Dilhuydy et al. (2007) e Dillon et al. (2011)
afirmam que além de acometer os sistemas respiratorio € nervoso, a criptococose pode
manifestar-se através de lesbes cutaneas visualizadas principalmente na face e membros
superiores, sendo representada por macula avermelhada, papulas, pustulas, nodulos ou
Ulceras. Em individuos que fazem uso de corticosteroides, € observado vasculite com eritema
e endurecimento. Porém, este tipo de manifestacdo clinica da criptococose é menos comum,
mais prevalente no norte da Europa, e atinge cerca de 10% a 15% dos pacientes.

Segundo Idnurm et al. (2005), a prevaléncia de infeccdo por C. neoformans esta
diretamente relacionada com o grau de exposicdo a levedura e com a condi¢do imune do
hospedeiro. De acordo com Reolon et al. (2004); Nufiez et al. (2000); Moreira et al. (2006) e
Lin; Heitman (2006) e Corti et al. (2008), os primeiros relatos da infeccdo revelam
imunodepressao celular em funcdo do uso de corticdides, diabetes mellitus, linfoma e lUpus
eritematoso sistémico. Além disso, soma-se a esses grupos de risco, individuos sob
antibioticoterapia, leucémicos, transplantados e portadores de tumores, alterando dessa forma

o perfil epidemioldgico para a patologia.
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2.2 Criptococose experimental

Os modelos de infeccdo experimental sdo importantes para o estudo da patogénese e
para 0 acompanhamento do tratamento. Estes ocupam posi¢do essencial no estudo de doencas
infecciosas como resultado de problemas éticos da exposicdo de seres humanos a agentes
potencialmente letais (WILES et al., 2006).

A inducdo de infeccbes em modelos animais bem definidos fornece informagdes a
cerca do processo da doenca, aproximando-se do contexto natural, apesar das diferencas
existentes entre as infec¢Bes naturais e as induzidas. O modelo é somente uma representacdo
do processo natural da doenca, e devera ser apropriado para o0 processo que se deseja estudar,
envolvendo varios fatores, como por exemplo, a integragdo do conhecimento com 0s
maultiplos ambientes em que a doenca se estabelece (WILES, et al., 2006).

No estudo da criptococose, 0s modelos mais utilizados séo ratos, coelhos e
camundongos para avaliar principalmente a patogenicidade, os fatores de viruléncia do micro-
organismo, a imunidade do hospedeiro e a eficacia de farmacos antifingicos. A escolha da
espécie animal e a via de inoculacdo do micro-organismo depende do objetivo e do grau de
reprodutibilidade desejado (PERFECT, 2005).

Segundo Casadevall; Perfect (1998) podem ser utilizadas para inducéo da criptococose
as vias: intraperitoneal, intracerebral, intravenosa, intranasal e intratraqueal. Contudo, a via
intraperitoneal € a mais escolhida pela facilidade de inoculagdo. A intravenosa também é uma
técnica importante quando aplicada, pois trata-se analise quantitativa e padronizada, além de
fornecer respostas a respeito da disseminacdo do micro-organismo para os diferentes 6rgaos.

Segundo Wickes; Kwon-Chung (2002) e Perfect (2005), os camundongos sdo 0s
animais de laboratdrio mais susceptiveis a infeccdo por Cryptococcus, bem como sdo modelos
mais indicados pelo baixo custo, pela facilidade no manuseio, e devido a disponibilidade de
diversas linhagens geneticamente conhecidas. De acordo com o0s autores, as infecces nestes
animais podem ser subclinicas ou letais a depender do tamanho do inéculo, via de inoculagao
e viruléncia do isolado. Quanto aos animais, 0 sucesso da infec¢do dependera da linhagem e
do estado imunoldgico.

Conforme Segal; Baum (1994), quando se trata de infeccdo experimental, alguns
estudos podem ser conduzidos avaliando a disseminag¢do e o tropismo do micro-organismo
para diferentes tecidos, assim como a sobrevida do hospedeiro e a resposta terapéutica.

A quantificagdo da carga antifingica em diferentes Orgdos permite avaliar a
disseminacdo do micro-organismo e sua depuracdo pelo hospedeiro. A avaliagdo da

sobrevivéncia do hospedeiro ¢ feita determinando-se a taxa de sobrevivéncia ou de morte dos
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animais, de acordo com o periodo de tempo apds a infecgdo experimental. A anélise dever ser
padronizada com relacdo ao peso, idade e padréo de resposta imunologica, comparando-se 0s
tempos de evolucdo da infeccdo até a morte do animal (CHRETIEN et al., 2002; WICKES;
KWON-CHUNG, 2002).

Capilla e colaboradores (2006) utilizaram em suas pesquisas um modelo experimental
de criptococose para analisar o efeito da imunodeficiéncia e imunossupresséo induzida por
glicocorticoides pos-infecgdo induzida por via intravenosa com Cryptococcus neoformans
var. neoformans e C. gattii em camundongos da linhagem BALB/c. Os camundongos
imunocompetentes foram infectados por via endovenosa com um indculo de 10° células/mL
de Cryptococcus gattii e os camundongos imunossuprimidos foram infectados com in6culo
de 10° células/mL de Cryptococcus neoformans var. neoformans. Os autores verificaram que
os camundongos infectados com C. gattii desenvolveram mais frequentemente lesdes externas
e prolapso retal. A andlise quantitativa das unidades formadoras de col6nia demonstrou maior
colonizagdo da levedura no cérebro, figado e pulmdes em camundongos infetados por C.
neoformans var. neoformans.

Medeiros et al. (2010), verificaram a atividade antifangica do fitoterapico beta-
lapachona em um modelo de criptococose disseminada por Cryptococcus neoformans var
neoformans utilizando camundongos sui¢os imunossuprimidos com dexametasona (0,5 mg/
camundongo). No estudo, a anfotericina B foi utilizada na concentragdo de 0,5 mg/Kg para
fins de comparacdo, uma vez que é o farmaco de escolha para o tratamento da criptococose. A
analise quantitativa das unidades formadoras de colnias foi realizada a partir de fragmentos
do baco, figado, rins, pulmédo e cérebro. Como resultado, 0s autores observaram que 0
tratamento com PB-lapachona (10 mg/Kg) reduziu significativamente a quantidade de levedura
no baco, pulmao e figado sete dias apos a infeccdo. Além disso, o fungo foi eliminado do
baco e figado e teve sua carga reduzida em aproximadamente 10* vezes nos pulmdes e
cérebro apds 14 dias de infecgdo quando comparado com o grupo controle. A histopatologia
revelou necrose liquefativa e infiltrado celular no cérebro em ambos os grupos tratados com
B-lapachona e anfotericina B.

De acordo com Graybill (2000) e Medeiros et al. (2010), a utilizagdo de um modelo
animal para estudo da eficacia de farmacos e fundamental para o entendimento dos
mecanismos de viruléncia de micro-organismos como leveduras do género Cryptococcus e
para propor novas alternativas, sendo esse um caminho essencial no trajeto de estudos in vitro

até seu uso em pacientes.
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2.3 Cryptococcus neoformans
2.3.1 Historico, caracteristicas moforfofisiologicas e aspectos epidemioldgicos

O género Cryptococcus retne aproximadamente 38 espécies de leveduras, fungos
unicelulares, que se reproduzem predominantemente por brotagdo e caracterizam-se, em geral,
por apresentar capsula mucopolissacaridica, coldnia mucoide, capacidade assimilativa a varias
fontes de carbono, capacidade de produzir melanina; auséncia de capacidade fermentativa e
sensibilidade a cicloheximida (BARNETT et al., 2000; DE HOOG et al., 2000; IKEDA et al.,
2002).

Estudos envolvendo a levedura iniciaram-se em 1894 com o pesquisador Francesco
Sanfelice, analisando “blastomicetos” do suco de algumas frutas, isolou a partir do suco de
péssego um micro-organismo com estrutura semelhante a uma levedura encapsulada, o qual
denominou de Saccharomyces neoformans. O referido isolado foi inoculado
experimentalmente em animais, sendo capaz de produzir lesGes. Este trabalho, publicado pela
Revista do Instituto de Higiene da Universidade de Cagliari (Italia), foi o marco inicial para
outros estudos (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006).

Na mesma época, Otto Busse, um patologista, e Abraham Buschke, um clinico,
relataram separadamente o isolamento de um fungo com as mesmas caracteristicas,
proveniente de uma lesdo na tibia, semelhante a um sarcoma, de uma mulher com 31 anos.
Busse descreveu o organismo como fungo, resistente ao tratamento com hidrdéxido de sddio e
0 denominou Saccharomyces sp. (LACAZ et al, 2002a; SIDRIM; ROCHA, 2004,
BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006).

Na Itdlia, outro organismo similar & levedura obtida por Bushcke foi isolado por
Sanfelice (1895), desta vez a partir de um linfonodo de um boi, o qual nomeou S. lithogenes.
Curtis (1896) descreveu um caso similar ao relatado por Busse e Buschke, isolando o agente a
partir de uma lesdo tumoral no quadril, o qual foi denominado S. tumefasciens. Constantin,
em 1901, considerou essa espécie como S. hominis, agente da chamada blastomicose européia
(RIPPON, 1982; LACAZ et al., 2002a; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Em 1902, Frothingam reconheceu a mesma espécie em uma lesdo pulmonar em um
cavalo, em Massachussetts. Estes Ultimos achados estabeleceram o fato de que a doenga
acomete tanto animais quanto humanos (RIPPON, 1982; MITCHELL; PERFECT, 1995).

Ap0Gs examinar as varias culturas isoladas, o micologista francés Vuillemin (1901) nao
visualizou ascosporos, caracteristicos do género Saccharomyces e as transferiu para o género

Cryptococcus, previamente estabelecido por Kutzing (1833), ao demonstrar que o termo



23

anterior era inadequado, sendo considerados, entdo, como C. hominis os isolados de Busse e
Buschke e C. neoformans, o de Sanfelice (RIPPON, 1982; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Von Hansemann (1905) é citado como o primeiro a observar a levedura causando
meningite, e esta forma clinica da micose ndo era diagnosticada ante mortem até Verse relatar
um caso em 1914 (RIPPON, 1982; MITCHELL; PERFECT, 1995).

Em 1916, nos Estados Unidos, Stoddard e Cutler observaram alguns casos de
blastomicose com lesdes cutaneas e sistémicas, de onde isolaram uma levedura por estes
denominada Torula histolytica e a doenca torulose. Os autores evidenciaram retracdo da
capsula da levedura em meio as lesdes tissulares e interpretaram erroneamente como uma lise
celular causada pelo fungo no tecido hospedeiro (RIPPON, 1982; LACAZ et al., 2002;
SIDRIM; ROCHA, 2004).

Rhoda Benham (1935) revisou os isolados identificados como Saccharomyces,
Cryptococcus e Torula, analisando morfologia, patogenicidade e reatividade frente a fatores
séricos, concluindo que todos pertenciam a um sé género. Em 1950, essa mesma autora
propbs a designacdo C. neoformans (Sanfelice) Vuillemin 1901, que se tornou definitiva,
sendo esta especie, o principal agente etiologico da criptococose (RIPPON, 1982; SIDRIM,;
ROCHA, 2004).

Outros autores, embora indicando C. neoformans como agente etioldgico
predominante na criptococose, também relatam a ocorréncia de outras espécies como C.
laurentii e C. albidus, porém em menor freqiéncia (MCCURDY; MORROW, 2001;
AVERBUCH et al., 2002; LEE et al., 2004).

Em 1951, Emmons relatou pela primeira vez a fonte de infeccdo, afirmando a presenca
da levedura no solo. Ap6s quatro anos, 0 mesmo autor detectou cepas virulentas de C.
neoformans em excretas e ninhos de pombos e observou quadros de pneumonia grave da
criptococose em trabalhadores que demoliam prédios antigos (EHRENSING; SAAG, 2001).

Em 1978, Kwon-Chung propds o género Filobasidiella para a fase sexual com duas
variedades F. neoformans var. neoformans (sorotipos A, D e A/D), sendo descrita como
teleomorfo de C. neoformans var. neoformans e F. neoformans var. bacillispora (sorotipos
B e C), correspondendo ao teleomorfo de C. neoformans var. gattii (ZAITZ et al., 1998). As
duas variedades eram as unicas reconhecidas para C. neoformans até que FRANZOT et al.
(1999) identificaram uma terceira variedade denominada C. neoformans var. grubii.

Em 2002, avangos nas pesquisas envolvendo a ecologia, epidemiologia, fisiologia e
genética de C. neoformans permitiram que Kwon-Chung e colaboradores elevassem C.

neoformans var gattii a uma nova espécie: Cryptococcus gattii. Com base nestas informacoes,
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as antigas variedades sdo reconhecidas atualmente por varios autores como espécie e
variedades do complexo C. neoformans, as quais correspondem Cryptococcus neoformans
var. neoformans, C. gattiii e C. neoformans var. grubii. (BYRNES et al., 2010;
ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2012).

De acordo com Meyer et al. (2003); Enanche-Angoulvant et al. (2007); Bovers;
Hagen; Boekhout (2008); Consenso em criptococose (2008) Huston; Mody (2009); Delio et
al. (2010) e Albuguerque; Rodrigues (2012), C. neoformans e C. gattii, assim como outros
micro-organismos, possuem caracteristicas fenotipicas, epidemioldgicas e genéticas que
permitem classifica-los em nivel de variedades, sorotipos e tipos moleculares (tabela 1).

Cryptococcus neoformans var. neoformans e C. gattii desenvolvem-se in vitro entre 48
e 72h, produzindo colénias mucdides, lisas, de coloracdo branca a creme, sendo o grau de
mucosidade da colbnia dependente da formacdo da capsula mucopolissacaridica
(ZARAGOSA et al., 2006).

A presenca da cépsula mucopolissacaridea € uma caracteristica distinta entre as
espécies, sendo considerada importante fator de viruléncia, antifagocitico e imunodepressor.
Aproximadamente 90% da capsula é constituida pelos polissacarideos glucuronoxilomanana,
galactoxilomanana e manoproteina (CASALI et al., 2001; NISHIKAWA et al., 2003).

Segundo Zaragosa et al. (2006), a diferenga na estrutura das glucuronoxilomananas da
parede celular permitiu a identificagdo dos cinco sorotipos conhecidos atualmente, todos
patogénicos para o homem: Cryptococcus neoformans var. neoformans (sorotipos D e AD),
Cryptococcus gattii (sorotipos B e C) e mais recentemente, Cryptococcus neoformans var.
grubii (sorotipo A). O tamanho da cépsula é determinado pelo gendtipo e condicbes de
crescimento, apresentando a levedura pequenas capsulas quando no ambiente e cépsulas
espessas durante a infecgao.

No aspecto micromorfolégico, observa-se células de leveduras globosas ou alongadas,
com ou sem brotamento. Pseudohifas estdo ausentes ou sdo rudimentares (REOLON et al.,
2004; BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006). Este patdgeno oportunista é detectado em
individuos imunocompetentes e imunologicamente comprometidos, bem como em detritos de
origem vegetal, frutas, pele de animais, e principalmente em excretas de pombos e outras
aves, onde pode permanecer viavel por mais de dois anos (LARSSON et al., 2003; PEREIRA,;
COUTINHO, 2003; TABOADA, 2004).

A criptococose por C. neoformans, representa a quarta causa mais freqlente de
infeccdo oportunista em pacientes com AIDS. Dentre as infecgdes fungicas, esta micose € a

principal responsavel pela morbidade e mortalidade desses pacientes. Na maioria dos paises, a
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prevaléncia da infeccdo em pacientes com AIDS tem se mantido na faixa de 5 a 10%,
enquanto que este indice chega a 15-50% em paises africanos (DUIN et al., 2002; JAIN et al.,
2005; ALBUQUERQUE;RODRIGUES, 2012).

No Brasil, pesquisas mostram que 4,5% das infeccGes oportunistas associadas a
pacientes portadores de HIV s&o causadas predominantemente por C. neoformans var.
neoformans. Além disso, a mortalidade em pacientes com criptococose, com ou sem doenca
predisponente, fica em torno de 40 a 66% (CORREA et al., 1999; DARZE et al., 2000;
PAPPALARDO; MELHEM, 2003; JANBON, 2004). Apesar da importancia de uma melhor
compreensdo da amplitude da epidemia do HIV/SIDA nas diferentes regides do pais, ndo ha
dados precisos da epidemiologia da criptococose na regido Nordeste do Brasil. A
caracterizacdo clinica e epidemioldgica da doenca se reflete no desenvolvimento de
estratégias de prevencdo e definicdo das bases para a assisténcia médica aos doentes
infectados (ALBUQUERQUE; RODRIGUES, 2012).

Fernandes et al. (2000), realizaram estudo sobre a prevaléncia da meningoencefalite
criptococdcica em 50 pacientes com AIDS provenientes do Hospital de Doencas Tropicais de
Goiania e relataram que todos apresentaram as manifestacGes clinicas caracteristicas de
criptococose meningoencefélica como cefaléia, vomito e ocasionalmente febre. As amostras
foram submetidas ao exame direto com tinta da China e as variedades detectadas através do
meio CGB, com percentagem de 94% de C. neoformans var. neoformans. De acordo com 0s
autores, a identificacdo de C. gattii em trés casos (6%), foi considerado de grande
importancia, visto que mesmo em regides endémicas de criptococose, onde C. gattii € mais
frequente, este agente tem sido raramente correlacionado com criptococose do SNC em
portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida.

Da mesma forma, Silva et al. (2008), utilizando meio L- Canavanina Azul de
Bromotimol (CGB) para a deteccdo de C. neoformans var. neoformans e C. gattii isoladas
de 35 pacientes com criptococose atendidos no Hospital Escola da Universidade Federal do
Tridngulo (HE-UFTM), verificaram que C. neoformans var. neoformans foi prevalente,
encontrada em 88,6% dos casos. A maioria dos pacientes acometidos de criptococose foi do
sexo masculino, correspondendo a 85,7% dos casos (n=30), sendo 42,8% na faixa etaria entre
30 e 40 anos. Com relacdo a sorologia para HIV, 85,7% dos pacientes tinham sorologia
positiva.

Moreira et al. (2006), afirmam que a maioria dos estudos envolvendo espécies de
Cryptococcus e criptococose, ressaltam mais 0s aspectos clinicos e terapéuticos, contudo, a

epidemiologia e caracterizacdo das espécies do complexo C. neoformans também s&o
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importantes para um melhor progndsticos dos pacientes. Os autores realizaram um estudo
prospectivo de 96 pacientes, enfocando aspectos clinico-epidemioldgico e laboratorial das
espeécies da levedura no periodo de 1996-2003.

Segundo Casali et al. (2001) e Igreja et al. (2004), a recorréncia da infeccdo por
Cryptococcus spp. em pacientes com AIDS, sendo esta, resultante da reativagéo da infecgéo,
ou causada por linhagens novas, € um problema crescente. Segundo Rozenbaum e Gongalves
(1994), 15 a 25% dos pacientes sem AIDS e aproximadamente 50% dos pacientes
soropositivos para o virus (HIV) podem apresentar recorréncia da infeccéo.

O fungo é mais frequentemente isolado de casos de criptococose em homens adultos
(DARZE et al., 2000; FERNANDES et al., 2003; MEYER et al., 2003; PAPPALARDO;
MELHEM, 2003; LITVINTSEVA et al., 2005). Por razdes desconhecidas, Fernandes et al.
(2000) afirmam que a incidéncia da doenca em criancas é baixa. Entretanto, no Brasil, houve
um incremento nos relatos da criptococose nessa faixa etaria (CORREA et al., 1999), estando
esse ligado a migracdo da populacdo da area urbana para a area rural, desnutricdo ou ao
aumento do numero de criancas imunocomprometidas. Rozenbaum e Goncalves (1994)
afirmam que a exposicdo ao agente ocorre quando os individuos ainda sdo jovens, havendo
reativacdo da infecgdo latente na idade adulta.

Segundo Reolon et al. (2004) e Nielsen et al. (2007), C. neoformans var. neoformans
possui distribuicdo cosmopolita e tem sido isolado de vérias fontes na natureza principalmente
a partir de excretas de pombos e outras aves. Parece ndo infectar as aves devido a sua
temperatura média corporal (42°C) e € capaz de sobreviver a passagem pelo trato
gastrointestinal desses animais que constituem vetores da micose. Outras fontes ambientais
sdo vegetais em decomposicdo, laticinios, solo e ocos de arvores. C. neoformans var.
neoformans também é o agente da maioria das infec¢bes criptococdcicas em pacientes
imunocomprometidos, mesmo em regides onde a prevaléncia da C. gattii € notdria.

Varios autores descreveram a identificacdo de Cryptococcus spp. em fezes e ambientes
frequentados por pombos. Segundo Bernardo; Martins; Martins (2001) e Baroni et al. (2006),
excretas de pombos (Columbia livia) sdo de maior interesse em saude publica. Esta ave
exética de origem européia foi introduzida no Brasil no século XVI. E encontrada em grande
namero nos centros urbanos devido a diversos fatores como facilidade de encontrar abrigo e
alimento. De acordo com os autores, além da grande capacidade de adaptacdo e de sua
proliferacdo, o principal problema é que o fungo permanece vidvel nas fezes secas dessa ave
durante muitos anos, tornando-se um reservatorio de particulas infectantes passiveis de

inalacéo.
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Filiu et al. (2002) descreveram o surto de contaminacdo de aves de cativeiro por C.
neoformans var. neoformans com repercussdo na saude publica. Foram observadas elevadas
concentracdes de até 46.000 propagulos vidveis do fungo por grama de material seco na
cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Segundo os autores, o nivel de contaminacao
observado pode estar relacionado & movimentagdo das aves nas gaiolas, bem como a presenca
de substrato para o crescimento do fungo como sementes de Niger, alpiste e girassol.

Reolon et al. (2004), analisando 88 amostras de excreta de aves oriundas de cinco
pracas de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, verificaram que todas as amostras foram positivas
para C. neoformans var. neoformans nos cinco ambientes estudados pelos autores. A presenca
de 10 mil unidades formadoras de col6nias por grama de material confirma a existéncia de
fontes ambientais do fungo. Os autores afirmam que esta observacao possibilita a disperséo e
inalacdo de grande quantidade de propagulos, o que pode determinar a doenca em
imunocompetentes e imunodeprimidos.

Queiroz et al. (2008) relatam que além de fezes de pombos, C. neoformans var.
neoformans e C. gattii podem ser encontrados em fezes de morcego e restos de colméia de
vespas comunitaria (Polybia occidentalis).

No que diz respeito a C. gattii, Melo et al. (1993); Mcdougall; Fyfe (2006) e Queiroz
et al. (2008) relatam que esta espécie apresenta distribuicdo geografica mais restrita do que C.
neoformans var. neoformans, e teria alcancado vérias partes do mundo através de sementes do
Eucaliptus camaldulenses oriundos da Australia. Nesse pais, C. gattii foi isolado a partir de
folhas, sementes e cascas de eucalipto. O principal propagulo responsavel pela infeccédo
corresponde aos basidiosporos encontrados nas flores dessa arvore e que funcionaria como
hospedeiro para o fungo em uma associagdo biotréfica. No entanto, de acordo com Fernandes
et al. (2000), o relato da presenca de da levedura em ocos de diferentes arvores como Cassia
grandis, Senna multijuga, e Ficus microcarpa, independente de sua espécie, indica novas
fontes naturais desse fungo. Dessa forma, pode ndo haver uma relagdo definida entre o fungo
e um tipo especifico de habitat (LAZERA et al., 1998).

Casali et al. (2003) e Abbeg et al. (2006) confirmaram a ndo especificidade de habitats
pelas variedades, ao realizarem no Rio Grande do Sul um estudo com 93 isolados clinicos e
ambientais. Entre os isolados ambientais, os nove provenientes de eucaliptos foram
identificados como C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e nenhum isolado de C. gattii
foi obtido do ambiente. Outro estudo do mesmo grupo obteve 38 isolados de excretas de aves,
e destes, 33 foram identificados como C. neoformans var. neoformans e cinco como C. gattii

(sorotipo B), sugerindo excretas de aves pelo sorotipo B neste estado.
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Em Vancouver, onde houve um surto de criptococose causado por Cryptococcus gattii
(MACDOUGALL; FYFE, 2006), a incidéncia de infeccdo por esta variedade, entre 1999-
2003, esteve entre 8,5 e 37 casos por milhdes de residentes por ano (KIDD et al., 2004). Na
Australia, esta taxa foi citada por Sorrel (2001) como sendo 8,5 casos por milhdo de
habitantes/ano descrito, sendo maior do que a taxa total no mesmo pais entre 1994 e 1997,
que foi de 6,6 casos por milhdo de habitantes/ano.

Por razbGes desconhecidas, C. gattii raramente acomete pacientes com HIV e
individuos imunossuprimidos. Pacientes infectados por esta espécie usualmente séo
imunocompetentes e respondem lentamente ao tratamento antifingico (PAPPALARDO;
MELHEM, 2003; DIAZ; FELL, 2005; NIELSEN et al., 2007).

2.4 Métodos utilizados para identificacdo de Cryptococcus spp

O diagnostico laboratorial dos agentes da criptococose baseia-se, principalmente, na
visualizacdo de leveduras capsuladas unibrotantes, e mais raramente multibrotantes presentes
no espécime clinico em preparacdes com tinta da China (figura 3-1) e no subsequente
isolamento do micro-organismo em meio de cultura para sua confirmacdo (figura 3-11)
(BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006; OSUNA et al., 2008; QUEIROZ et al.2008).

Larsson et al. (2003); Bivanco et al. (2006) e Queiroz et al. (2008) afirmam que varios
espécimes como escarro, lavado brénquico, liquor, secrecdo de lesdes cutaneomucosas, urina,
macerados de tecidos obtidos por bidpsia e sangue periférico, podem ser utilizados para a
pesquisa direta da levedura. Porém, segundo Corréa et al. (2002) e Moreira et al. (2006), o
liquido cefalorraquidiano (LCR) representa a amostra ideal, tendo em vista que o principal
agente etioldgico apresenta tropismo pelo sistema nervoso central.

De acordo com Severo et al. (1998), a preferéncia pelo SNC se deve a alta
concentracdo, no liquor, de nutrientes como tiamina, acido glutamico, glutamina, carboidratos
e minerais assimilaveis pelo fungo; auséncia de atividade do complemento e a fraca ou
ausente resposta inflamatoria no tecido cerebral.

Kommers et al. (2005), afirmam que a observagdo microscépica de C. neoformans
através da tinha da China, contribui um diagnéstico rapido e barato, sendo importante
especialmente na suspeita de meningite criptococdcica. A base para a visualizacdo das
leveduras por este método é que a capsula afasta as particulas da tinta, formando um halo
claro ao redor da mesma. Contudo, o diagnostico de criptococose torna-se mais dificil quando

se trata de células acapsuladas.
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A cultura é o padrdo ouro dos métodos de diagnostico laboratorial micoldgico para
Cryptococcus neoformans, embora apresente como limitagdes o tempo necessario para o
desenvolvimento e a identificacdo do agente etioldgico (LACAZ et al., 2002a; QUEIROZ et
al., 2008). Por outro lado, Casadevall; Perfect (1998) afirmam que, em certas ocasides, como
por exemplo, na meningite criptococécica cronica, o liquor pode resultar em culturas
negativas devido a pequena concentracéo de leveduras viaveis ao nivel lombar (inferior a 103
UFC/mL). A baixa concentracdo é devido a tratamento prévio e torna-se um problema no
monitoramento dos pacientes cronicos. As preparacdes com tinta da China, por sua vez,
permanecem positivas por meses apds o tratamento e recuperacdo desse grupo de pacientes.

Moreira et al. (2006) afirmam que para o diagndstico laboratorial da criptococose, a
pesquisa direta demonstrou a presenca do micro-organismo em 98,3% das amostras,
ocorrendo 100% do isolamento da levedura. Além do LCR, os pesquisadores utilizaram
sangue periférico como amostra clinica e relataram que houve falha na detec¢do do antigeno
polissacaridico capsular do fungo em amostra da corrente sanguinea.

Além dos testes supracitados, pode-se realizar o exame histopatologico para
visualizacdo do micro-organismo e do dano tissular causado pela infeccdo. Para a analise
histopatologica, podem ser utilizadas coloragdes de rotina ou alternativas em bidpsias como
Hematoxilina-eosina (HE), Acido Periodico de Schiffer (PAS), Azul de Alciano, Metenamina
argéntica, Masson-Fontana, sendo eletivo o Mucicarmin de Mayer, 0 que cora a céapsula
fangica de vermelho (NAMIQ et al., 2005).

Os cortes histoldgicos corados pelo HE mostram células de C. neoformans esféricas,
ovais ou elipticas com parede fina résea ou azul palido com 5 a 15 um de didmetro. As
capsulas ndo se coram devido a sua natureza mucopolissacaridica, permanecendo um halo
claro que envolve os blastoconideos. Através da histopatologia é possivel visualizar reacao
inflamatdria cronica com linfdcitos, histiocitos, macrofagos e células gigantes, o granuloma
pode ser observado em alguns casos, sendo a necrose variavel, de minima a abundante, assim
como o numero de leveduras (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006; PEDROSO;
CANDIDO, 2006).

Nos tecidos, a coloragdo com mucicarmim de Meyer é um método til para diferenciar
C. neoformans de outros fungos com tamanho e aparéncias similares, pois evidencia a capsula
em vermelho, facilitando o seu reconhecimento (PEDROSO; CANDIDO, 2006). Outra
técnica dtil € a coloragdo Fontana Masson, que pode ser utilizada para evidenciar o deposito
de melanina na parede do C. neoformans, auxiliando na sua identificacio (LAZERA;
IGREJA; WANKE, 2004; CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).
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Caso ndo seja possivel a visualizagdo microscopica de leveduras capsuladas,
sugestivas de Cryptococcus, a identificacdo pode ser realizada ou complementada por
micromorfologia e um conjunto de provas bioquimicas da cultura fangica (DE HOOG et al.,
2000; LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004). Mediante a prova do microcultivo em meio agar-
fubd Tween 80 ou agar-arroz Tween 80, é possivel observar células esféricas de tamanhos
irregulares, sem hifas ou pseudo-hifas (diametros maiores do que &s células de C. glabrata) e,
algumas vezes, separadas por material capsular.

O género Cryptococcus é capaz de hidrolisar ureia (figura 3-1V), importante para
diferenciar das espécies do género Candida, que ndo possuem tal caracteristica. Cryptococcus
spp. ndo possui habilidade de fermentar carboidratos, mas assimila, por metabolismo
oxidativo, acucares como glicose, maltose, sacarose e Lactose e como fonte de nitrogénio o
sulfato de aménio (Figura 3-V) (DE HOOG et al., 2000). A capacidade de assimilar inositol
como Unica fonte de carbono pode ser util para diferenciar das espécies de Rhodotorula
(WINN JR. et al., 2008).

A assimilacdo de carboidratos pode ser realizada por procedimentos semi-
automatizados e automatizados, como o APl 20C (BioMérieux) e o Vitek 2 (BioMérieux),
respectivamente, assim como por métodos manuais. Ademais, este género ndo assimila nitrato
como Unica fonte de nitrogénio inorganico e ndo realiza redugdo a nitrito, bem como é
sensivel a cicloeximida, ndo crescendo em meios seletivos com sua presenca em
concentragdes acima de 0,2% (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004).

A habilidade do género Cryptococcus de produzir melanina com base em substratos
fendlicos presentes em meios de cultura, conferindo as col6nias pigmentacdes escuras, €
especialmente util para isolamentos do fungo de culturas mistas e/ou ambientais (figura 3-
I11) (LAZERA; IGREJA; WANKE, 2004; PINTO JUNIOR et al., 2006). A literatura mostra
gue a maioria das cepas de C. neoformans e C. gattii produz pigmento marrom quando
cultivadas em meios de cultura com substratos fendlicos, enquanto para as outras espécies
muitas vezes esse fendbmeno nao ocorre (CARFACHIA et al., 2006a). Tal caracteristica
constitui uma prova bioguimica util na identificacdo das espécies de importancia clinica,
denominada fenoloxidase, sendo realizada inclusive em alguns laboratérios de rotina
(CAPOOR et al., 2007). Ha pesquisas que demonstram a utilizacdo desse recurso como forma
de estabelecer a diferenciagdo de C. neoformans das outras espécies do género (CHEN et al.,
2001; CARFACHIA et al., 2006a), contudo, existem outros estudos mostrando que isolados

de C. albidus, C. laurentii e C. uniguttulatus podem apresentar producdo de melanina, de
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maneira menos pronunciada do que para C. neoformans e C. gattii (IKEDA et al., 2002;
PEDROSO et al., 2009).

A quimiotipagem de C. gattii e C. neoformans é comumente realizada por intermédio
do meio agar L-canavanina-glicina-azul de bromotimol (teste de CGB) (KWON-CHUNG;
POLACHECK; BENNETT, 1982). Apenas C. gattii € resistente a canavanina, utilizando a
glicina disponivel no meio para seu crescimento e, no periodo de até cinco dias, mudam a cor
verde original do meio para a cor azul (figura 3-VI). Ja foram descritas, no entanto, cepas de
C. neoformans com habilidade de resistir a elevadas concentracfes de L-canavanina
(NAKAMURA et al., 1998; KHAN et al., 2003). Com relacdo as outras espécies de
Cryptococcus, 0 meio de CGB geralmente ndo é utilizado, entretanto, estudos conduzidos por
Bauters et al. (2001) mostram que cepas clinicas de C. laurentii foram capazes de crescer na

presenca de L-canavanina e glicina.

Figura 3. Métodos diagnosticos utilizados na identificacdo de Cryptococcus spp. 1) C.
neoformans no liquor contra-corado com Tinta da China 40X; 1) Aspecto mucdide de C.
neoformans em agar-Sabouraud 2% de glicose; 111) Coldnia de C. neoformans em meio Agar
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Semente de Niger com formacéo de melanina; IV) Uréia de Christensen. A - Teste negativo,
A — Teste positivo; V) Auxonograma- Halos evidenciando crescimento fangico; VI) Meio
CGB: a) C. neoformans b) C. gattii; VII) Teste de Aglutinagdo em latex para deteccéo de
antigeno; VIII); Gel de agarose 3% representativo de amplificacdo utilizando primer URA5
cortado com enzimas de restricdo Sau96le Hhal para identificacdo de C. neoformans. Fonte:
Laboratorio de Micologia Médica, 2010-2012.

As desvantagens apresentadas pelos testes fenotipicos relacionam-se principalmente
com tempo de identificacdo e laboriosidade, além de ocorrer variabilidade de resultados em
virtude da subjetividade de interpretacdo (WENGENACK; BINNICKER, 2009). Os métodos
semiautomatizados e automatizados de identificacdo de leveduras como APl 20C AUX e
VITEK, permitem a obtencdo de resultados em aproximadamente 72 horas. Muitas vezes,
porém, apresentam limitacdes por dependerem de provas suplementares para completa
identificacdo do isolado, como teste da urease e assimilagdo de outras fontes de carbono
(GUNDES; GULENC; BRINGOL, 2001; MASSONET et al., 2004).

Outras opc0es para diagndstico da criptococose sao 0s ensaios de deteccdo de antigeno
polissacaridicos capsulares, que apresentam elevada sensibilidade e rapidos resultados.
Segundo Bivanco; Machado; Martins (2006) e Queiroz et al. (2008), o teste de aglutinacdo em
particulas de latex sensibilizadas com anticorpos especificos (Figura 3-VII), representa uma
ferramenta importante no diagnéstico da criptococose. Esta prova geralmente produz alta
sensibilidade e especificidade, e consiste na deteccdo de polissacarideos capsulares
solubilizados nos fluidos corporais e que reagem com imunoglobulinas especificas de coelho
conjugadas a particulas de latex. Em estudo desenvolvido com 96 pacientes, foi observado
que o diagnoéstico através da reacdo de aglutinagdo com particulas de latex mostrou
positividade em 38 (97,4%) de 39 amostras, com um titulo variando de 1:2 a 1:32
(MOREIRA et al., 2006).

Pesquisas apontam que 0 uso de testes de aglutinagdo em latex para o
acompanhamento da evolucdo do tratamento requer a utilizacdo de Kits originarios de um
unico fabricante como o CALAS® “Cryptocococcal Antigen Latex Agglutination System”
(Meridian, Bioscience, Inc.), Pastorex Crypto Plus® (Diagnostics Pasteur) e Crypto-LA
Test®- (Fumouze), uma vez que ha diferencas na sensibilidade dos reagentes empregados.
Além disso, a utilizacdo desses testes para triagem, embora controverso, tem se justificado
pelo nimero de casos com evolucdo para a criptococose apOs ocorrer aglutinacdo, sem
qualquer achado em lamina ou cultura (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006). Porém,
reacOes falsopositivas podem ocorrer relacionadas ao fator reumatdide, presenca de células de

Trichosporon spp. e bacilos Gram-negativos na amostra, devendo, entéo, ser correlacionadas
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com o quadro clinico e laboratorial do caso sob investigagio (CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008; HOUSTON; MODY, 2009).

Atualmente, apesar de ndo ser aplicado ao diagnostico de rotina, existem métodos
moleculares para deteccdo de sequéncias génicas especificas de C. neoformans e C. gattii em
espécimes clinicos ou com base na cultura (PASCHOAL et al., 2004; BOVERS et al., 2007).
As ferramentas moleculares (figura 3-VIII) apresentam elevadas sensibilidade e
especificidade de deteccdo, com potencial para resolver as limitagdes do diagnostico
convencional, podendo ser empregadas tanto na identificacdo como na tipagem e
epidemiologia molecular do micro-organismo. No entanto, estes métodos requerem
normalmente tecnologias mais sofisticadas, sendo também por este motivo mais dispendiosos,
tornando-se limitados na rotina laboratorial a apenas alguns laboratorios de diagnostico
(CARVALHO et al. 2007; LUCAS et al. 2010).

Vérios métodos moleculares baseados em PCR tém sido utilizados na caracterizacdo e
identificacdo de Cryptococcus spp., bem como em estudos epidemiolégicos. Na PCR
fingerprinting, sdo utilizados oligonucleotideos iniciadores que sdo especificos para
sequéncias microssatélites/minissatélites ou para sequéncias repetitivas hipervariaveis de C.
neoformans, permitindo que os isolados sejam tipados com sensibilidade suficiente para
detectar diferencas inter- e intra-variedades. Através desta técnica, foram identificados oito
tipos moleculares [VN (VNI-VNIV) e VG (VGI-VGIV)] de C. neoformans species complex,
diferenciados através do estudo de polimorfismos de regiées micro e minissatélites do DNA
por amplificacdo das mesmas com primers como M13 e PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism), baseado no gene URAS. Resultados indicam que os gendtipos VNI e
VNII correspondem ao sorotipo A, VNIII estd relacionado ao sorotipo AD e VNIV ao
sorotipo D de C. neoformans. Contudo, VGI-VGIV contém isolados de dois sorotipos (B e
C) de C. gattii (MEYER et al., 1999; MEYER et al., 2003; LATOUCHE et al., 2003;
ESCANDON et al., 2006; DELIO et al., 2010).

De acordo com Tay et al. (2006) e Feng et al. (2008), o gendtipo VNI é tem
distribuicdo cosmopolita e sdo mais frequentemente isolados de pacientes com AIDS,
enquanto que o VGI esta associado a infeccdo em pacientes imunocompetentes e é
considerado o genotipo mais frequente em paises asiaticos. Com relagdo ao genétipo VGII, é
bem distribuido na Oceania além do Norte e Sul americanos (Ellis et al., 2000; Kidd et al.,
2004; Escandon et al., 2006; MacDougall et al., 2007). A maior parte dos isolados clinicos e
ambientais do Sul, Sudeste e Centro-Oeste brasileiros sdo VNI, enquanto o VGII predomina

nas regides Norte e Nordeste do Brasil, especialmente em jovens adultos imunocompetentes e
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criancas (CASALLI et al., 2003; IGREJA et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2007; RIBEIRO
etal., 2008; SANTOS et al., 2008).

Estudo realizado em 1996 comparou os perfis de amostras clinicas e ambientais de C.
gattii provenientes dos Estados Unidos e da Australia. Dos 48 isolados clinicos australianos,
44 (92%) pertenciam ao genétipo VGI, 3 (6%), ao VGII e 1 (2%), ao VGIII. Entre as 4
amostras clinicas americanas, 3 eram VGIII, e 1, VGII. Os isolados clinicos e ambientais
australianos apresentaram certa correlacdo (SORRELL et al.,, 1996). Amostras de C.
neoformans originadas dos diversos continentes ndao diferem muito, geneticamente. C. gattii,
no entanto, apresenta padrdo genético correlacionado com a origem geografica. H& grande
divergéncia entre os isolados australianos e americanos, estando as amostras africanas e
asiaticas em posicao intermediaria (BOEKHOUT et al., 1997).

Em um estudo ibero-americano, Meyer e colacoradores (2003), analisando diversos
isolados provenientes de varios paises, mostraram que entre as amostras de C. neoformans, o
gendtipo VNI (68,1%) é o mais prevalente. Com relacdo as amostras de C. gattii, predominou
o tipo molecular VGIII (44,9%). Casali et al. (2003), analisando 124 isolados (105 clinicos e
19 ambientais), verificaram que 93 amostras eram provenientes de pacientes portadores de
AIDS. Entre os isolados ambientais, 52,6% eram VNI e 47,4%, VNIV. Entre os clinicos,
89,5% eram VNI e 10,5% eram VGIII, resultados estes que estdo de acordo com o estudo
anterior.

Ja Escaddn et al. (2006), obtiveram também como gendétipo predominante VNI
(62,9%), mas, entre os isolados de C. gattii, foi mais frequente VNII (99,2%). Ainda neste
estudo, foi verificado grande similaridade genética entre os isolados clinicos e ambientais de
genotipo VNI, o que corrobora a idéia de que a criptococcose pode ser adquirida através de
inalacdo do fungo presente no ambiente. Apesar disso, alguns tipos moleculares encontrados
em amostras clinicas, ndo foram isolados do ambiente. Este fato sugere que em tais pacientes
houve uma reativacdo de uma infeccdo adquirida em uma regido diferente ou ha nichos
ecoldgicos ainda ndo bem estabelecidos.

Matsumoto et al. (2007) genotiparam 47 isolados clinicos provenientes de diversos
locais do estado de Sdo Paulo-Brasil, utilizando dois métodos: RAPD e PCR fingerprinting.
Quando utilizada a técnica de PCR fingerprinting, observou-se certa homegeneidade entre as
amostras. Foram formados dois grupos, um correspondente a VNI (95,7%), e outro, a VNII
(4,3%). A andlise a partir do RAPD revelou maior heterogeneidade, com presenca de 14
perfis de RAPD e formacéo de 3 grupos principais: | (VNI), [I(VNII) e 111 (VNIII), contendo,
respectivamente, 41, 2, e 4 isolados. No Espirito Santo e Brasil, foram isoladas 10 amostras
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ambientais, todas identificadas como VNI (RIBEIRO; NGAMSKULRUNGROJ, 2008).
Estudo realizado no Par4, com amostras clinicas, encontrou predominancia de VNI (50%),
seguido de VGII (44%) e VGI (6%) (DOS SANTOS et al., 2008).

Trilles et al. (2008), trabalharam com 443 isolados brasileiros de Cryptococcus spp e
apesar de levar em consideracdo dados de um numero limitado de unidades federativas (11
estados brasileiros), esta pesquisa representa o perfil mais abrangente da epidemiologia
molecular de C. gattii e C. neoformans no Brasil. Utilizando dados de diversos estudos
anteriores juntamente com dados adicionais, obteve-se 0s seguintes resultados: o tipos
moleculares mais comuns foram o0 VNI (64%) e o VGII (21%), seguidos de VNII (5%), VGIII
(4%), VGI e VNIV (3% cada) e VNIII (<1%). Nado foram identificadas amostras VGIV entre
os isolados brasileiros. Segundo os autores, C. gattii ocorre predominantemente no nordeste e
C. neoformans, em sua maior parte, no sudeste. Foi sugerido, ainda, que o tipo molecular VGI
teria uma tendéncia de ocorrer em locais de latitude mais elevada.

Em um artigo recente, Délio e colaboradores (2010) identificaram molecularmente 81
isolados de Cryptococcus obtidos de LCR de 77 pacientes com diagnostico de meningite
criptococdcica entre os anos de 1998 e 2007 em Uberaba, Minas Gerais, Brasil. Dos 77
pacientes, 57 (74%) eram do sexo masculino com média de idade de 35,6 anos. Setenta e dois
isolados (88,9%) foram de 68 pacientes com AIDS e criptococose foi a doenga primaria em
38 (55,9%) dos pacientes. A micose e a AIDS foram diagnosticadas simultaneamente em 25
(65,8%) destes 38 pacientes. De acordo com os autores, 0s genotipos foram caracterizados
através da utilizacdo do primer URADS e a variabilidade genética foi determinada utilizando
PCR-fingerprinting com o primer de minissatélite especifico - M13. Setenta e seis dos 81
isolados foram Cryptococcus neoformans (93,8%), enquanto o restante foi identificado como
C. gattii (6,1%). Isolados de C. neoformans foram genotipo VNI (sorotipo A), enquanto 0s
isolados C. gattii foram VGII. Seis dos nove isolados de pacientes sem AIDS foram VNI,
Segundo os autores, a ocorréncia de VGII em Minas Gerais indica uma expansdo geografica
no Brasil.

Da mesma forma, para um diagndstico de criptococose preciso e completo, €
importante adicionar aos testes de rotina, a realizagdo do perfil de sensibilidade antifingica de
C. neoformans var. neoformans e C. gattii. Este método é muito utilizado para fins
epidemioldgicos e para instituir o tratamento adequado ou acompanhamento da resposta
terapéutica (QUEIROZ et al., 2008).
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2.5 Terapia na Criptococose e Teste de sensibilidade a antifungicos

O tratamento de enfermidades causadas por fungos é um desafio, uma vez que existem
muitas similaridades entre a maquinaria celular de fungos e a humana, diminuindo-se, desta
forma, a disponibilidade de farmacos para o tratamento destas doencas, quando comparadas a
doencas de etiologia bacteriana ou viral (IDNUM et al., 2005).

Atualmente, os antimicéticos disponiveis constituem um pequeno grupo de farmacos
distribuidos entre poliénos, azélicos e alilaminas, que ndo atingem os resultados esperados
(WALSH et al, 2000; WEIG et al, 2001; NUCCI; MARR, 2005).

Segundo File (2000), esta vertente na pesquisa de novos compostos com acao
antifungica tem levado a comunidade cientifica a investigar a corrida medicamento versus
micro-organismos. Desde o inicio dos anos 80, o numero de farmacos em fase de
desenvolvimento diminuiu consideravelmente enquanto que a resisténcia dos patdgenos aos
mesmos tem crescido, porque estes estdo cada vez mais desenvolvendo uma série de novos
mecanismos de resisténcia.

De acordo com Kanafani; Perfect (2008), apesar dos avangos nas intervencdes
preventivas, diagndsticas e terapéuticas, infeccdes fungicas invasivas causam significativa
morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos. O espectro de patogenos,
agentes de infecgdes fungicas, em imunodeprimidos esta crescendo, no entanto, as opgoes
terapéuticas disponiveis sdo limitadas, e dentro deste contexto, o aumento da resisténcia
antiflngica esta se tornando problema de satde publica.

De acordo com Zanini et al. (2001) e Bianic; Harrison (2004), os principais farmacos
citados para o tratamento da criptococose séo anfotericina B, associada ou ndo a 5-flucitosina,
devido a sua toxicidade principalmente renal, e fluconazol, podendo ser administrados via
endovenosa e/ou oral. Segundo os autores, ha relatos de tratamento de criptococose cutanea
(primaria e secundaria), com fluconazol inicialmente endovenoso (200 mg a cada 12 h por 14
dias) e ap6s manutencdo com a farmaco via oral (400 mg/dia) por no minimo 45 dias com
cura das lesoes.

No caso da criptococose pulmonar ou disseminada com comprometimento do SNC, a
anfotericina B é administrada na dose equivalente a 0,7-1 mg/kg/dia, inicio com 5 mg/dia,
com diminuig&o progressiva até 0,5 a 1-2 mg/dia associada ou ndo com 5-fluocitosina (100-
150mg/kg/dia) via oral ou endovenoso, por duas a trés semanas, seguido pela consolidacéo da
terapia com fluconazol (200-400 mg/dia via oral ou endovenosa) por 10 a 12 semanas e

manutencdo com o mesmo farmaco (200 mg/dia via oral). Outros antifingicos como o
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itraconazol também é citado como alternativa para o tratamento da criptococose, porém em
menor frequéncia (BIVANCO; MACHADO; MARTINS, 2006).

Filippin; Souza (2006) e Luisi et al. (2008) afirmam que a anfotericina B € um poliéno
produzido naturalmente pelo actinomiceto Streptomyces nodosus, sendo inicialmente obtida
em meados de 1955 (VANDEPUTTE et al., 1956). No final dos anos 1950, a anfotericina B
era utilizada em alguns casos clinicos e em 1965 foi o primeiro agente antifingico a ser
aprovado pela “U.S. Food and Drug Administration” (FDA) (WU, 1994; DISMUKES, 2000).

Este farmaco € um dos antifingicos mais antigos e considerado o farmaco de
referéncia para o tratamento da maioria das infeccbes fungicas mesmo com elevada
toxicidade e a introdugdo de antimicoéticos azdlicos sistémicos na década de 1980. Seu efeito
antifangico se da mediante a interacdo direta com o ergosterol da membrana celular fungica
ndo interferindo na sintese da membrana, mas sim desestabilizando e facilitando a formacéo
de fendas que permitem a perda de ions e componentes celulares (DISMUKES, 2000; FICA,
2004). O ergosterol € necessario na manutencdo da permeabilidade e fluidez da membrana,
garantindo a modulacdo de enzimas ligadas & membrana plasmatica. A auséncia do ergosterol
e 0 acumulo de seus precursores afetam a estrutura da membrana e a absor¢do de nutrientes,
tornando os fungos vulneréveis a danos (HUANG et al., 2002).

O tratamento com anfotericina B quase sempre resulta em algum grau de disfuncéo
renal, que varia em gravidade de um paciente para o outro, sendo claramente uma funcéo da
dose total. Em um estudo utilizando anfotericina B, 24,8% dos pacientes tratados com 0,6-1,0
mg/Kg/dia, apresentaram nefrotoxidade comprovada através de achados laboratoriais
(MORA-DUARTE et al., 2002).

Um estudo com células renais de ratos conduzido por Varlam et al. (2001), sugeriu
que a anfotericina B induzia apoptose das células tubulares renais e células intersticiais em
uma taxa diretamente proporcional a sua concentracdo. Observou-se 90% de apoptose e
necrose com a concentragcdo maxima tilizada de 5,0 mg/mL, reduzindo-se as lesdes a medida
que esta era proporcionalmente diminuida. Estudos posteriores demonstraram que o efeito
toxico foi maximo nos tubulos com hipocalemia, hipostendria e diminui¢do da capacidade de
excretar &cidos, como também envolveu os glomérulos com diminuicdo da depuracdo da
creatinina com o sem azotemia (MORA-DUARTE et al., 2002; FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Barchiesi et al. (2004) ao analisar a eficcia terapéutica da anfotericina B durante
criptococose experimental, verificou que camundongos CD1 machos infectados com 2,5x103
UFC via endovenosa apresentam reducdo das contagens fangicas em todos os 6rgdos

analisados a excecdo do cérebro. Os animais foram tratados com 0,3 mg/Kg/dia de
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anfotericina B intraperitonealmente durante 10 dias consecutivos. No cérebro decorrido 21
dias apo6s o fim da terapia ndo foi evidenciado nenhuma diferenca nas contagens fungicas
entre o grupo tratado e o controle.

Por outro lado, Larsen et al. (2004) realizaram estudo com o intuito de delinear a dose
da anfotericina B na qual se obtinha melhor resultado aliado a menor toxicidade durante
infeccdo em camundongos Balb/c machos infectados com 700 UFC de C. neoformans
intracerebralmente. As doses utilizadas variaram de 0,3 a 1,3 mg/Kg/dia administradas via
endovenosa. Foi observado que 95% dos animais tratados com 0,5 mg/Kg/dia de anfotericina
B sobreviveram até o final do experimento (16 dias). E importante observar que com doses
iguais ou superiores a 0,7 mg/Kg/dia foi verificado nimero inaceitvel de morte nas primeiras
24 horas (cerca de 40%), sendo o percentual de mortes diretamente proporcional ao aumento
da dose.

Apesar dos efeitos toxicos demonstrados em pesquisas anteriores, 0 tratamento com
anfotericina B pura ou conjugada a fluocitosina e fluconazol, é geralmente bem sucedido na
criptococose, porém falhas na terapia ocorrem por diversas raz@es, incluindo resisténcia direta
aos antifungicos (PEREA;PATTERSON, 2002).

Achados de resisténcia antifungica in vitro em cepas clinicas e ambientais de
Cryptococcus, embora raros, sao relatados (COSTA et al., 2009). Alguns estudos descrevem
tal fendbmeno em cepas clinicas de C. neoformans para fluconazol, anfotericina B e
voriconazol, bem como em isolados de C. gattii para itraconazol, flucitosina e fluconazol
(CHANDENIER et al., 2004; ALMEIDA et al., 2007; SOARES et al., 2008). Em amostras
ambientais de C. neoformans, a resisténcia antifingica priméaria ja foi detectada para
itraconazol e fluconazol (SOARES et al. 2005; PEDROSO et al., 2006).

Com relacdo a outras espécies de Cryptococcus, estudos demonstrando o perfil de
sensibilidade antiflngica in vitro sdo escassos, entretanto, em uma pesquisa realizada com
isolados ambientais de C. neoformans var. neoformans (n=16), C. albidus (n=17), C. laurentii
(n=14) e C. uniguttulatus (n=3) frente a anfotericina B, fluconazol, flucitosina e itraconazol, parte
das cepas analisadas mostrou perfil de resisténcia aos farmacos testados com MICs variando de
0,125 a 2 pg/mL para anfotericiana B; 0,06 a 8 ng/ mL para itraconazol, 0,5 a 64 pg/mL para
fluconazol e 5-fluorocytosina. (PEDROSO et al., 2006).

Desenvolvimento de resisténcia de isolados de Cryptococcus a anfotericina B também
foram descritos por Lozano-Chiu et al. (1998); Cuenca-Estrella et al. (2001); Sar et al. (2004)
0S quais apontam o aparecimento espécies de Cryptococcus resistentes a anfotericina B

associado a casos de resisténcia aos azoles, particularmente quando héa resisténcia cruzada a



39

outros triazoles e intolerancia aos seus componentes, 0 que caracteriza grave problema para a
sobrevida dos pacientes afetados pela criptococose.

Outro estudo mostrando a a¢do da anfotericina B sobre isolados mutantes propds que a
resisténcia ocorria por mudangas tanto qualitativas quando quantitativas dos esterois, podendo
ocorrer uma diminuicdo do contetdo de ergosterol celular ou substituicdo de alguns ou de
todos por outros com afinidade diminuida a anfotericina. O ergosterol, colesterol e
estigmasterol podem ser substituidos por esterol 3-hidroxi ou 3-oxi ou também pode ocorrer
reorientagdo0 ou mascaramento do ergosterol existente, tornando a ligacdo da anfotericina
termodinamicamente menos favorecida (PEREA; PATTERSON, 2002).

Filippin (2006) observaram resisténcia de dois isolados de Cryptococcus neoformans a
anfotericina B associada a padrdo de esterdis. Segundo o autor, os isolados resistentes
possuiam um defeito na esterol isomerase, levando ao acumulo de outros esterois e
diminuicdo do conteldo de ergosterais.

Para 0 monitoramento do desenvolvimento de resisténcia por parte de isolados de
Cryptococcus spp aos farmacos disponiveis, bem como o acompanhamento da resposta
terapéutica, faz-se necessaria a utilizacdo dos testes de susceptibilidade. Embora a
susceptibilidade de leveduras aos antifingicos disponiveis seja varidvel e previsivel, nem
sempre uma determinada amostra isolada segue o padrdo geral. (CUENCA-ESTRELLA,;
RODRIGUEZ-TUDELA, 2002; PFALLER, 2012).

Segundo Barchiesi et al. (2000), a avaliacdo da susceptibilidade de leveduras do
género Cryptococcus aos antifungicos é de grande interesse considerando a alta frequéncia em
pacientes imunocomprometidos e as severas manifestacBes clinicas da infeccdo por esta
levedura.

A utilizacdo de varios métodos pode conferir resultados diferentes (NORRIS et al.,
1999; JESSUP et al., 2000; FERNANDEZ-TORRES et al., 2002; GHANNOUM et al., 2006)
e a importancia da padronizacao reflete em terapéutica eficaz, a qual é dependente da correta
escolha do farmaco que apresente atividade em relacdo ao fungo em questdo (BARROS,
SANTOS; HAMDAN, 2006). Os métodos padronizados de reconhecimento nacional e
internacional para leveduras e fungos filamentosos tém contribuido para predizer ndo somente
o tipo de antifingico adequado, como também a concentracdo do farmaco para a terapéutica
instituida (REX et al., 2001; PFALLER et al., 2008; PFALLER, 2012).

Inicialmente, para leveduras, foi proposto o documento M27-A em 1997, com segunda
edicdo aprovada em 2002 (M27-A2) e a terceira e atual em 2008 (M27-A3), todos
pertencentes ao Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), antigo National
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Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (CUENCA-ESTRELLA et al., 2002).
O documento é composto por protocolo padronizado para avaliagdo in vitro da atividade
antifingica  de levedura que causam infecgdes invasivas, incluindo Cryptococcus
neoformans. O documento inclui a selecdo de agentes antifungicos, preparacdo de solucGes-
padrdo e dilui¢cbes de antiflngicos utilizadas para realizacdo, implementacdo e interpretacdo
dos testes. Além disso, esta padronizacdo esta relacionada com os meios de cultura utilizados
para crescimento do fungo e para o teste de susceptibilidade (RPMI-1640), determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), padronizacdo do indculo, temperatura de incubacéo,
leitura e interpretagé@o dos resultados (CLSI, 2008).

De acordo com Brandt et al. (2001), varios estudos utilizando a metodologia do CLSI
foram realizados para avaliar a situacdo da resisténcia a Cryptococcus. Em um estudo
realizado nos Estados Unidos com 732 isolados clinicos obtidos nos periodos de 1992 a 1994
e 1996 a 1998, dois isolados mostraram CIMs elevadas para a anfotericina B (> 2 pg/mL), 14
isolados a fluocitosina (> 32 pg/mL), 8 isolados a fluconazol (> 64 ng/mL) e 45 isolados a
itraconazol (> 1 pg/mL).

Souza et al. (2005) verificaram a atividade antifingica de anfotericina B, fluconazol,
itraconazol e voriconazol em 70 amostras de Cryptococcus neoformans (66 identificados
como C. neoformans var. neoformans e 4 como C. neoformans var. gattii) isoladas de liquido
céfalo raquidiano (LCR) de pacientes com AIDS e em 40 amostras de C. neoformans obtidas
do meio ambiente. A metodologia empregada para o teste de susceptibilidade foi o da
microdiluicdo em caldo proposto pelo NCCLS M27-A2. As concentracdes inibitdrias
minimas (CIMs) para os isolados clinicos variaram de 0,06-1,0 pg/mL para anfotericina B,
0,125-8 pg/mL para fluconazol, 0,03-0,5 pg/mL para itraconazol e 0,03-0,25 pg/mL para
voriconazol, enquanto que para as amostras ambientais de C. neoformans as concentragdes
inibitdrias variaram de 0,015-0,125 pg/mL, 0,25-2,0 pg/mL, 0,007-0,125 ug/mL e 0,03-0,25
pmg/mL para anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol, respectivamente. Os
resultados evidenciaram que as CIMs dos isolados clinicos tendem a ser maiores que a dos
isolados ambientais. Contudo, as amostras testadas ndo apresentaram perfil de resisténcia,
levando-se em consideragdo a metodologia e critério de interpretagdo estudados.

Oliveira et al. (2010), trabalharam com trés agentes antifingicos: anfotericina B e
fluconazol, ambos utilizados no tratamento da criptococose; e Ciclopirox olamina, um agente
antifungico utilizado atualmente para infecgdes superficiais. Os autores observaram CIMs
variando de 0.03 a 1 pg/mL para anfotericina B; 2-32 pg/mL para fluconazol; e 0.25 a 1

pg/mL para a ciclopirox olamina. Com relagdo a concentracdo fungicida minima (MFC), os
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isolados apresentaram MFCs variando de 0.03-2 pug/mL para anfotericina B e 0.5- 4 pg/mL
para Ciclopirox olamina. De acordo com o0s autores, cicopirox olamina representa uma
alternativa em potencial para o tratamento da criptococose sistémica.

Em vista da resisténcia verificada e tomando por base que tratamentos prolongados
geram efeitos toxicos ao organismo, visto que os antifingicos também agem sobre outras
células eucaridticas como as somaticas, € indispensavel o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para aumentar a disponibilidade de farmacos com acéo antiflngica
mais efetivas e menos toxicas, contribuindo assim para a melhoria da qualidade de vida dos
pacientes (OLIVEIRA et al. 2010).

2.6 Ciclopirox olamina

De acordo com Niewerth et al. (2003), ciclopirox olamina (originalmente HOE 296)
teve seu primeiro relato como agente antifingico em 1973. Este farmaco € utilizado no
tratamento de micoses superficiais ou candidiase vaginal e esta disponivel em diferentes
formulacGes farmacéuticas como gel, solucédo, creme, shampoo e esmalte terapéutico, sendo
administrado topicamente (JUE et al., 1985; GUPTA, 2001a,b; STAROVA; ALY, 2005;
GUPTA, 2005c; GUPTA et al., 2005; ROSEN; LINGAPPAN, 2006).

A Ciclopirox olamina (CPO), conhecida quimicamente por 2-aminoetanol sal do 6-
ciclohexil-1-hidroxi4-metil-2-piridona (Figura 4), € um dos farmacos da classe das
hidroxipiridonas juntamente com octopirox (piroctona) olamina e rilopirox. Trata-se de um
produto sintético com peso molecular de 268, 35 g/mol (U.S. PHAMACOPEIA) e que
apresenta forma cristalina branco-amarelada com ponto de fusdo caracteristico entre 140 e
145°C, pKa de 7.2 e Log de P de 3.42 (NOGUEIRAS-NETO et al., 2012).
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Figura 4. Férmula estrutural da 2-aminoetanol sal do 6-ciclohexil-1-hidroxi4-metil-2-
piridona
De acordo com Jones, 2003, os ensaios clinicos com a ciclopirox olamina iniciaram

em 1980 e permanecem em desenvolvimento. Atualmente, pesquisas com o farmaco estdo
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concentradas no tratamento de infecgdes fungicas da pele e candidiase vaginal, onde esta bem
estabelecido nestas indicages.

Segundo Niewerth et al. (2003); Walash et al. (2006), este farmaco € um agente
fungicida com amplo espectro de acdo antimicrobiana e anti-inflamatoria, demonstrando
excelente atividade fungicida contra fungos de interesse médico como dermatofitos e
leveduras, incluindo aquelas frequentemente azol-resistentes como Candida glabrata, C.
krusei e C. guilliermondii. Além disso, o farmaco também apresenta amplo espectro de acéo
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, além de atuar em tumores malignos de
origem hematoldgica (WEIR et al., 2011).

Gupta (2001b) e Gupta; Plott (2004) afirmam que a atividade antiinflamatoria inerente
a ciclopirox olamina representa um fator importante nas infeccGes fungicas, uma vez que
estas podem ser complicadas na presenca de processos inflamatorios.

Ciclopirox olamina pode ser fungistatico ou fungicida e dentre as espécies de
dermatofitos que sdo inibidas pelo ciclopirox, destacam-se Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e T. rubrum. Entre as leveduras, destacam-
se espécies de Malassezia como M. restricta, M. globosa e M. furfur e espécies de Candida
como C. glabrata, C. krusei e C. guilliermondii. Além destes, pode atuar também contra
fungos dimorficos (Blastomyces dermatitidis e Histoplasma capsulatum), e varios outros,
incluindo espécies de Aspergillus, Penicillium, Phialophora e Fusarium. (NIEWERTH et al.,
2003; WALASH et al., 2006; Zhang et al., 2007).

Hannel et al. (1988) demonstraram a acdo fungicida de ciclopirox olamina em quatro
isolados de Cryptococcus neoformans que apresentaram CIM de 6 pg/mL. Contudo, o método
utilizado ndo foi padronizado, com nimero de isolados insuficiente para avaliacdo da acdo
antifangica do farmaco.

Para a maioria dos dermatofitos e leveduras, a concentracdo minima fungicida se
encontra dentro da faixa de 0,9 a 3,9 pg/mL quando estes micro-organismos estdo cultivados
em meio agar Sabouraud-dextrose (ABRAMS et al., 1992).

Contudo, Soares-Cury (2001) avaliando a atividade in vitro de antifingicos e anti-
sépticos frente a dermatdfitos isolados de amostras clinicas de pacientes com tinea pedis,
constataram que para a CPO a CIM variou de 8 pg/mL a 32 pg/mL. No entanto, a maioria das
cepas de T. rubrum e T. mentagrophytes e dois isolados de E. floccosum foram inibidas na
concentragdo de 16 pg/mL. A CMF em relacdo ao T. mentagrophytes foi observada nas

concentragdes de até 64 pg/mL.
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Gupta; Kholi (2003) testando a atividade antifungica in vitro de ciclopirox olamina
contra dermatofitos e outros fungos filamentosos, verificaram a excelente atividade do
farmaco isolado e quando associado a terbinafina, cetoconazol e itraconazol. A concentracédo
minima inibitéria da ciclopirox olamina ficou entre 0,015pug/mL e 0,125 pg/mL para
dermatdfitos e 0,03 pg/mL a 8 pug/mL para os outros fungos.

Oliveira e colaboradores em 2010, demostraram pela primeira vez excelente atividade
antifangica da CPO frente isolados de Cryptococcus obtidos de Liquido cefalorraquidiano de
pacientes com AIDS, usando anfotericina B e fluconazol como controles. A metodologia
empregada foi a mais recente publicada através do documento M27-A3 do CLSI (2008).
Como resultados, os autores observaram que as CIMs da CPO in vitro foram téo eficazes
guanto as da anfotericina B, farmaco de escolha para o tratamento da criptococose. As
concentragdes variaram de 0,25 a 1 pg/mL para CPO e de 0,03 a 1 para a anfotericina B. Com
relacdo a atividade fungicida, CPO apresentou MFCs mais elevados, com concentracdes
variando de 0.5 a 4 pg/mL contra 0.03 a 2 pg/mL da anfotericina B. Os autores indicam a
CPO como alvo em potencial para tratamento de micoses sistémicas.

Desde que ciclopirox foi introduzido na terapéutica clinica, ha mais de 20 anos, varios
estudos enfocando o mecanismo de acdo do farmaco foram publicados. Segundo Gupta
(2001), quando sua utilizacdo tornou-se mais frequente, os resultados de vérias investigacdes
e comparacdes da sua eficacia com outros agentes antimicrobianos foram relatados.

Iwata; Yamaguchi (1981); Urbani et al. (1995), Gupta (2001) e Jones 2003
descreveram que diferentemente da maioria dos agentes antifngicos, a ciclopirox olamina
ndo exerce efeitos sobre a biossintece do esterol e seu mecanismos de acdo é complexo,
interferindo em varios processos metabdlicos da célula fungica.

Pesquisas realizadas por Abrams et al. (1992); Gupa (2001) e Niewerth et al. (2003),
demonstraram que 0 mecanismo de ac¢do do farmaco consiste na interferéncia na recaptacdo e
acumulacdo de precursores da sintese de macromoléculas da célula fangica como
aminoacidos ou na absorcdo de ions essenciais como potassio e fosfato, além de causar
inibicdo da biossintese de acido ribonucléico (RNA) e acido desoxirribonucléico (DNA)
destes micro-organismos.

Além desses mecanismos, Bohr; Kraemer (2000); Gupta (2001); Kokjohn et al. (2003)
e Jones (2003) descrevem que ciclopirox olamina atua na quelacdo de metais trivalentes como
o Fe**, por quem tem alta afinidade. Este mecanismo inibe enzimas dependentes de metal
como catalase e peroxidase, as quais sdo importantes na degradacdo de perdxidos toxicos e,

consequentemente, contribuem para a integridade da célula fungica. Segundo Jones (2003),
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este mecanismo Unico contribui para um potencial muito baixo no desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia fungica.

Segundo Niewerth et al. (2003), a CIM de ciclopirox aumenta efetivamente quando
sdo usados meios contendo tioglicolato. Os sais de ferro presentes nesse meio antagonizam o
efeito inibitdrio pela formacéo de complexos com o antifingico.

Com base nos estudos de Bohr; Kramer (2000), a complexidade do mecanismo de
acao da ciclopirox olamina pode gerar uma diminui¢do na ocorréncia de resisténcia, quando
comparado a outros agentes antifungicos. Comprovando esta afirmacdo, verifica-se que
mesmo apos ser introduzido na terapia clinica ha mais de 20 anos, ainda néo foi constatado
resisténcia fangica (NIEWERTH et al., 2003).

Com relacdo a seguranca do farmaco, pesquisas confirmam que os efeitos adversos
sdo raros e limitam-se a reacdes locais apds aplicacdo topica. A toxicidade do farmaco foi
testada em varios modelos animais, assim como a sua carcinogenicidade e mutagenicidade,
para os quais ndo foi demonstrada potencialidade em nenhum dos efeitos testados. Contudo, a
CPO apresenta baixa biodisponibilidade e tempo de meia vida curto, o que justifica a
importancia da nanotecnologia terapéutica para superar as desvantagens do farmaco e, ao
mesmo tempo, possibilitar a sua aplicacéo in vivo (ALPERMANN; SCHUTZ, 1981; COPPI,
SILINGARDI, 1992; GUPTA; SKINNER, 2003).

2.7 Nanotecnologia Farmacéutica

A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar que tem experimentado um
incremento notério nas Ultimas décadas, encontrando aplicacbes em diversas areas,
principalmente na industria farmacéutica atraves do desenvolvimento, caracterizagdo e
aplicacdo de sistemas terapéuticos mais eficazes e seguros para o tratamento de varias
doencas, incluindo as de origem microbiana (DURAN et al., 2006; SAKATA et al., 2007;
STEENWINKEL et al. 2007; OLSON et al., 2010; YOSHIZAWA et al., 2011).

A nanotecnologia farmacéutica baseia-se na utilizagcdo de substancias bioativas em
escala nanométrica ou micrométrica que apresentam propriedades fisico-quimicas e
comportamentais diferenciadas associadas a modificagdo da liberacdo de farmacos a partir de
formas farmacéuticas (DAS; DAS, 2003). Apos estudo aprofundado sobre os impactos
comerciais desta tecnologia, estima-se que em 2015 metade do setor farmacéutico dependera
da nanotecnologia, com mercado mundial em torno de U$$ 1 trilhdo. Dentre os paises que

mais investem nesta area estdo os Estados Unidos e o Japdo, porém o Brasil tem realizado
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investimentos significativos nos Gltimos anos em redes de pesquisa e projetos na area
(Ministério de Ciéncia e Tecnologia, Brasil. “Relatorio nanotecnologia: investimentos,

resultados e demandas”, 2006).

2.7.1 Sistemas de liberacao de farmacos

Os farmacos ndo encapsulados apresentam diversas desvantagens que costumam
impedir a sua utilizacdo, tais como rapida metabolizacdo no organismo e seus efeitos toxicos
decorrentes de sua baixa solubilidade plasmatica, bem como sua a¢do indiscriminada sobre
células sadias. Além disso, um farmaco de efeito sistémico deve permanecer na circulagdo o
tempo necessario para seu efeito terapéutico, dentro de uma faixa segura de alta eficacia
combinada a baixa toxicidade, e um minimo de doses repetitivas (STEENWINKEL et al.,
2007).

Diante dessa problematica, os sistemas de liberacdo de farmacos representam um dos
setores da nanotecnologia com maior potencial de aplicacdo. Isto se deve ao fato de que o
desenvolvimento de novas moléculas ativas gera alto custo, 0o que torna os sistemas
nanoestruturados de liberacdo de farmacos uma das areas da industria farmacéutica mais
promissoras por resgatar farmacos eficazes, que foram descartados apds descoberta de
potenciais efeitos colaterais ou baixa biodisponibilidade, aléem de gerar novas patentes. Além
de proteger o farmaco contra a degradacdo prematura e promover sua solubilizacdo, a
encapsulacdo de um farmaco em nanossistemas apropriados pode melhorar sua cinética e
biodistribuicdo, bem como direcionar o farmaco para o seu tecido ou célula-alvo (SHAFFER,
2005; KHAN et al., 2005).

Esses sistemas sdo capazes de modificar a distribui¢do do principio ativo nos sistemas
bioldgicos, e portanto, podem ser usados para melhorar a eficicia terapéutica e reduzir os
efeitos toxicos. Dentre as vantagens que estes sistemas oferecem quando comparados a outros
de dosagem convencional, podemos citar: 1) maior controle da liberagdo do principio ativo,
diminuindo o aparecimento de concentracGes tdxicas e subterapéuticas; 2) utilizacdo de menor
quantidade do principio ativo 3) maior intervalo entre as doses, resultando na diminuicdo do
namero de doses; 4) possibilidade de oferecer mais de um agente terapéutico simultaneamente
(terapia de combinacdo) 5) Direcionamento do farmaco para sitios especificos 6) melhor
aceitacdo do tratamento pelo paciente (PEER et al., 2007; DAVIS; CHEN; SHIN, 2008;
ZHANG et al., 2008; OLSON et al., 2010). Além disso, as formulagdes na escala nanométrica
podem penetrar na célula hospedeira, através da endocitose, e liberar 0 agente antimicrobiano
diretamente nos parasitas intracelulares (WAGNER et al., 2006; ZHANG et al., 2008).
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Os lipossomas estdo entre os principais exemplos de sistemas nanoestruturados para
encapsulacdo de farmacos e vacinas. Trata-se de vesiculas esféricas de tamanho varidvel (em
escala de nm e pum) composta de uma ou mais bicamadas lipidicas concéntricas, contendo em
seu interior um meio aquoso (TORCHILIN, 2005; ZHANG; GRANICK, 2006). Foram
descobertos na década de 60 por Alec Bangham e colaboradores durante um estudo onde
verificou que alguns fosfolipidios quando entram em contato com a &gua formam
imediatamente uma esfera de bicamada (BANGHAM, 1961). Porém, a investigacdo quanto a
capacidade de encapsulacdo de farmacos e a proposta de utilizacdo de lipossomas como
sistema transportador de farmaco para controlar a liberacdo surgiu na década de 70 com o
pesquisador Gregory Gregoriadis, sendo desde entdo extensivamente estudados (NEW,
CHANCE; HEATH, 1981; FREZARD et al., 2005).

Estas vesiculas sdo constituidas basicamente por fosfolipideos e esterdis. Entre
fosfolipideos mais utilizados nas formulagdes lipossomais estd a fosfatidilcolina,
fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que tendem a formar uma bicamada
estavel em solucdo aquosa, sendo as fosfatidilcolinas as mais empregadas nas preparacdes
lipossomais. Os fosfolipideos sdo os principais componentes das membranas celulares
apresentando a capacidade de auto-organizacdo quando em solugdes, portanto os lipossomas
sdo compostos por uma porcao hidrofilica (cavidade interna aquosa) e outra hidrofébica
(bicamada lipidica) (Figura 5). Os farmacos hidrossoltveis ficam encapsulados no interior da
cavidade aquosa enquanto que os farmacos lipossolGveis sdo incorporados na bicamada
lipidica (BATISTA et al., 2007).

Cavidade
Aquosa

<— Bicamada lipidica
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Figura 5. Estrutura do lipossoma e da bicamada lipidica (Adaptado de Chorilli et al.,
2004).

Atualmente, os lipossomas sdo 0s mais utilizados nos sistemas de liberacdo de
farmacos antimicrobianos. Uma das caracteristicas distintivas dos lipossomas € a sua estrutura
de bicamada lipidica, que mimetiza as membranas celulares e pode fundir-se facilmente com
outras bicamadas lipidicas como a membrana celular dos agentes infecciosos (bactérias e
fungos), liberando o composto ativo no meio intracelular (ZHANG et al., 2010).

Quanto a composicdo quimica e sua interagdo com o meio bioldgico, os lipossomas
podem ser classificados em convencionais, furtivos ou Stealth, sitio-especificos e catibnicos
(Figura 6).

Convencional

Catiénico

Sitio-especifico

Figura 6- Caracteristicas estruturais de lipossomas convencionais, furtivos, sitio-
especificos e catidnicos (Adaptado de LASIC, 1996).

De acordo com Pinto-Alphandary et al. (2000) e Batista et al. (2007), os lipossomas
convencionais sdo constituidos de fosfolipideos e colesterol, além de um lipideo com carga
negativa ou positiva para evitar a agregacdo das vesiculas. A camada hidrofébica destes
lipossomas in vivo é responsavel pelo rapido reconhecimento pelo sistema fagocitario
mononuclear e consequentemente rapida remocdo da circulacdo resultando em curta

permanéncia na corrente sanguinea.
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J& os lipossomas furtivos, também chamados de Stealth, ao contrario dos
convencionais, apresentam longa permanéncia na corrente sanguinea. No desenvolvimento
destes lipossomas sdo utilizados polimeros hidrofilicos naturais ou sintéticos como 0s
polietilenoglicéis (PEG), Poli (6xido de etileno) (PEO) e 6xido de propileno (TORCHILIN,
2005; DEHVARI; LIN, 2012). A presen¢a de grupos inertes na superficie dos lipossomas
reduz as interacbes com macromoléculas e desta forma estabilizam estas vesiculas. A
estabilidade bioldgica e coloidal dos lipossomas foi drasticamente aumentada pelo seu
revestimento com polimeros hidrofilicos inertes, impedindo a penetracdo e adsorcdo de
opsoninas e promovendo um baixo reconhecimento dos lipossomas pela células do sistema
reticulo endotelial (ABU LILA et al., 2009; L1 et al., 2009).

Na tentativa de direcionar e aumentar a especificidade da interacdo dos lipossomas
com as células alvo foram desenvolvidos lipossomas sitios-especificos, aos quais sdo
adicionados em sua superficie, por ligacdo covalente, ligantes de reconhecimento como
anticorpos monoglonais e oligossacarideos, os quais conferem seletividade para liberar o
farmaco no sitio de acdo desejado, evitando com isso a acdo toxica do farmaco sobre as
células adjacentes (BATISTA et al., 2007).

Sharma e Sharma (1997) afirmam que a instabilidade fisica e quimica das formula¢Ges
lipossomais pode ocasionar um baixo tempo de meia vida. O estudo da estabilidade dos
lipossomas deve incluir a caracterizacdo do produto final. Outros fatores que devem ser
levados em consideracdo sdo: pH, estado de tamponamento e forca idnica. Segundo Edwards;
Baeumner (2006), temperatura, luz, calor e oxigénio sdo fatores do meio ambiente que
exercem influéncia na estabilidade. Tais fatores podem induzir alteragdes na distribuicdo de
tamanho das vesiculas, oxidacéo e hidrolise dos lipideos.

Samuni e colaboradores (2000) afirmam que a degradacdo oxidativa dos lipidios em
geral pode ser minimizada pela protecdo das preparacdes lipidicas da exposicdo a luz; pelo
armazenamento em baixas temperaturas, pela adicdo de antioxidantes como o alfa-tocoferol
ou butil hidroxitolueno (BHT) e pela adi¢do de acido etileno diamino tetracético (EDTA) a
formulacdo lipidica pra remover metais pesados. A hidrolise lipidica leva a formacéo de liso-
fosfatidilcolina (lyso-PC) que acentua a permeabilidade dos lipossomas, o que prejudica a
integridade da formulagéo.

Além da degradacédo oxidativa dos lipidios, Edwards e Baeumner (2006) afirmam que
preparagdes de lipossomas que apresentam uma heterogeneidade em seu tamanho
representam um potencial problema em sua estabilidade fisica. A instabilidade fisica pode

ainda ser causada pela liberacdo do farmaco encapsulado da vesicula, e/ou agregacéo ou fusédo
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das vesiculas para formar grandes particulas. Este processo influencia o desempenho in vivo
da formulacdo, podendo afetar o indice terapéutico do farmaco (SHARMA; SHARMA,
1997).

Muitas tentativas tém sido realizadas para aperfeicoar a estabilidade dos lipossomas.
Entre elas, a modificacdo da superficie € um método atrativo para melhorar a estabilidade in
vitro e in vivo do sistema (TAKEUCHI et al., 1998). Lasic (1998) afirma que a estabilidade
bioldgica pode ser determinada pelo tempo de circulacdo dos lipossomas na corrente
sanguinea, 0 que esta diretamente relacionado com a presenca de agentes que interagem com
os lipossomas. A compatibilidade sanglinea € um importante fator na avaliacdo dos
lipossomas como carreadores de farmaco na corrente circulatéria, uma vez que as celulas
sanguineas iniciam o processo de coagulacdo imediatamente quando em contato com
materiais estranhos (CEH et al., 1997; TAKEUCHI et al., 2000; ISHIHARA et al., 2002).

Para exercer atividade terapéutica, faz-se necessario que o sistema carreador contendo
o farmaco permaneca tempo suficiente na corrente sangliinea, a fim de atingir o alvo.
Entretanto, quando lipossomas convencionais sdo administrados in vivo, sdo rapidamente
removidos da corrente circulatoria através das células fagocitarias do sistema reticulo
endotelial (RES) (PINTO-ALPHANDARY et al., 2000; BATISTA et al., 2007).

De acordo com Torchilin (2005) o tamanho e a composic¢ao lipidica sdo determinantes
na permanéncia dos lipossomas na circulagdo. Quanto ao tamanho, a redugédo do didmetro dos
lipossomas implica em um menor reconhecimento pelo Sistema Reticuloendotelial (RES) e
guanto a sua composicao lipidica, a inclusdo de fosfolipidios saturados e esterdis, que
reduzem a fluidez da membrana resultam em uma maior permanéncia desta preparagdo na
circulagdo sanglinea.

Segundo Gabizon et al. (1997) e Torchilin (2005) o revestimento polimérico
empregando polimeros hidrofilicos como o polietilenoglicol (PEG) é um método alternativo
para a modificacdo da superficie dos lipossomas, conferindo protecdo as vesiculas contra a
opsonizagao e mecanismo de eliminagé&o.

Pesquisas com formulacgdes lipossomais de anfotericina B com o intuito de aumentar o
indice terapéutico do farmaco, bem como reduzir sua nefrotoxicidade, vém sendo amplamente
utlizadas para o tratamento de micoses por espécies de Candida, Aspergillus, Fusarium,
Cryptococcus e outros fungos de alta e baixa patogenicidade. Contudo, sd@o onerosas e
geralmente ndo sdo a primeira opgcdo de tratamento (KELSEY et al., 1999; WALSH et al.,
2001; KHAN; NASTI;OWAIS, 2005; SIONOV et al., 2006; NAHAR et al., 2008; OLSON et
al., 2010; WANG et al., 2010).
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Em contrapartida, ciclopirox olamina tem sido estudado e avaliado quanto a sua
eficdcia em sistemas de liberagdo controlada, apesar de serem escassos 0s trabalhos nesta
area. Em artigo recente, Shaikh; Pawar (2010) desenvolveram uma formulagdo lipossomal
contendo o farmaco com o objetivo de aumentar sua absorcdo cutanea para tratamento de
infeccOes superficiais. Os lipossomas foram preparados pelo método de injecdo de etanol e 0s
autores obtiveram lipossomas de tamanho variando de 196+1,73 a 1040,66+7,02 nm e
eficiéncia de encapsulacédo variando de 34.28+4,4 a 54,89+1,9. Neste estudo, foi realizado um
planejamento fatorial 2*! para otimizar as concentracdes de colesterol e fosfolipideos.
Segundo os autores, encapsulacdo em lipossomas preserva a principal caracteristica da
molécula requerida para sua acdo antifungica, sendo os lipossomas uma ferramenta
importante para potencializar a agdo do farmaco no tratamento de micoses.

Devido as limitagdes do uso da anfotericina B e o desenvolvimento de resisténcia ao
farmaco considerado de escolha, faz-se necessario o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas para serem utilizadas em substituicdo ou associadas aos farmacos disponiveis,
podendo reduzir a toxicidade e aumentar a eficacia terapéutica. Ciclopirox olamina néo
apresenta efeitos toxicos proeminetes e sua eficacia antifungica ja foi demonstrada em varias
pesquisas in vitro e in vivo. Formulagdes lipossomais sistémicas contendo o referido farmaco
para 0 combate a neurocriptococose contribuird para uma melhor qualidade de vida de
pacientes imunocomprometidos, sobretudo os soropositivos para o HIV.
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Tabela 1 Caracteristicas fenotipicas, epidemioldgicas e genéticas de C. neoformans e C. gattii

Espécie, Patogenia Termotoleran  Sensibilidade a Sensibilidade aos Habitats Distrib Tipos
variedade, cia in vitro glicina (Teste antiflingicos uicdo Molecula
sorotipo (°C) de CGB) geogra res
fica
C. neoformans Oportunista (SNC) 38-40 Sensivel Sensivel Solo, excreta de Cosmo VNI
var. grubii aves polita
(sorotipo A)
C. neoformans Oportunista 38-40 Sensivel Sensivel Solo, excreta de Cosmo VNIV
var. aves polita
neoformans (princip
(sorotipo D) almente
Europa
)
C. gattii Infeccdo priméria; 35 Resistente Sensibilidade dose- Material vegetal Avreas VGI
(sorotipo B) lesbes pulmé&o e SNC dependente (Eucalyptus sp.) tropicai
se
subtrop
icais
C. gattii Infeccéo primaria; 35 Resistente Sensibilidade dose- Material vegetal Avreas VGl
(sorotipo C) lesbes pulmé&o e SNC dependente (Eucalyptus sp. tropicai
(menor prevaléncia) se
subtroi
cais
Sorotipo AD Oportunista (SNC) 38-40 Sensivel Sensivel Solo, excreta de Cosmo VNIII
(hibrido) aves polita
(Europ
2)

VN: variedade neoformans; VG: variedade gattii; (MEYER et al., 2003; ENANCHE-
ANGOULVANT et al.,, 2007, BOVERS; HAGEN; BOEKHOUT, 2008; CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008; HUSTON; MODY, 2009; DELIO et al., 2010; ALBUQUERQUE;

RODRIGUES, 2012).
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ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the in vitro antifungal activity of ciclopirox olamine
(CPO) in its free and encapsulated liposomal forms against clinical isolates of Cryptococcus
neoformans. The liposomes were prepared with soybean phosphatidylcholine (PC),
cholesterol (CH) and stearylamine (SA), and distearoylphosphatidylethanolamine-
polyethylene glycol for stealth liposomes. For optimization of drug/lipid ratio and liposome
stability, a 2*' fractional factorial design was carried out with mean particle size,
polydispersity index (PDI) and CPO encapsulation efficiency (EE%) used as variables. In
vitro kinetics was conducted to evaluate the release profiles of CPO from conventional and
stealth liposomes. Antifungal susceptibility testing of CPO was evaluated on thirty clinical
isolates of C. neoformans according to CLSI. The results of the factorial design of liposomes
showed a typical formulation presenting remarkable improvement of 25% in CPO amount
(9.25 mM; EE%=97.36% 0.10). The particle size of 102 nm and PDI of 0.274 were found.
Kinetics showed a more controlled release profile of stealth liposomes as compared with
conventional liposomes. C. neoformans strains were susceptible to CPO with fungistatic (0.3
and 0.61 pg/mL) and fungicidal activity (1.22 and 4.88 pg/mL). Five C. neoformans strains
(5811, 5813, 5824, 5825 and 124) were susceptible to CPO encapsulated in liposomes with
fungistatic and fungicidal activities of 1.22 pg/mL. The results suggest that CPO loaded-
liposomes have significant antimycotic activity against Cryptoccocus spp, reinforcing its
potential for in vivo studies and its application in cryptococcosis treatment.

Keywords: Ciclopirox olamine, cryptococosis, Cryptococcus neoformans, liposomes,
Kinetics, antifungal activity.
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1. Introdution

Despite the widespread prophylactic use of antifungal agents, infections caused by
Cryptococcus spp. have increased mortality and morbidity in immunocompromised patients
(1, 2). The treatment of invasive cryptococcosis with commercially available drugs such as
amphotericin B and fluconazole has been limited, especially because of their toxicity
associated with the emergence of resistant Cryptococcus isolates (3-7).

The treatment of choice of disseminated fungal infections in immunocompromised
patients is the Amphotericin B (AmB) in sodium deoxycholate (Fungizone®), despite its
nephotoxicity (8).The currently strategies used to overcome this issue are lipid formulations
of AmB including liposomes (AmBisome®), AmB-lipid complex (Abelcet®) and AmB
colloidal dispersion (Amphocil®), which have been developed to enhance the therapeutic
index and to reduce the nephrotoxic side effects of amphotericin B (9-11). However, these
lipid based AmB dosage forms are not stealth formulations.

In this scenario, hydroxypyridone derivates have been synthesized and evaluated for
monitoring superficial fungal infections. Among these agents, ciclopirox olamine (CPO) [(6-
Cyclohexyl-1-hydroxy-4-methylpyridin-2(1H)-one and 2-aminoethanol)] (Fig. 1) is the most
broadly used in clinical applications because of its broad spectrum, no toxicity, low cost and
high potency. It has a broad spectrum against bacterial and fungal species, inhibiting nearly
all clinical relevant dermatophytes and vyeasts, including Malassezia species and the
frequently azole-resistant Candida isolates (12, 13). However, antifungal activity of
ciclopirox olamine-loaded pegylated lipossomes against Cryptococcus spp. strains has not

been performed yet.

N/ AT

CH,

Fig.1. Chemical Structure of 6-Cyclohexyl-1-hydroxy-4-methylpyridin-2(1H)-one and 2-
aminoethanol.

To overcome the low bioavailability and short half-life time (2.1 h) of ciclopirox
olamine [13], the liposomal formulations are proposed to allow CPO systemic use. The

present study, thus, aims to develop and characterize CPO-loaded liposomes, as well as to
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evaluate its in vitro antifungal activity against thirty Cryptococcus clinical isolates obtained
from the cerebrospinal fluid of immunocompromised patients.

Based on these findings, herein, we describe the in vitro antifungal activity of CPO
encapsulated in conventional and stealth liposomes. Indeed, the preparation and the
characterization of CPO-loaded liposomes was performed using experimental fractional
design, as well as the in vitro kinetic studies of these liposomal formulations were carried out.
2. Material and methods
Reagents. Soya phosphatidylcholine (PC), distearoylphosphatidylethanolamine-polyethylene
glycol 2000 (DSPE-PEG2000) were supplied by Lipoid GmBH (Ludwigshafen, Germany).
Cholesterol (CH), stearylamine (SA), ciclopirox olamine (97% purity), Roswell Park
Memorial Institute Medium (RPMI) and morpholine-propanesulfonic acid (MOPS) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, US). Sabouraud dextrose agar medium
(SDA) was obtained from Difco (Detroit, US). Microtiter plates were furnished by TPP
(Trasadingen, Switzerland) and 0.22-um membranes were purchased from Millipore
(Darmstadt, Germany). All chemicals were of reagent grade.

Cryptococcus strains. The experimental protocol was previously approved by the
Ethical Committee of the Human Care and Use of the Federal University of Pernambuco
(UFPE), Recife, Brazil (#080/09). Thirty clinical strains of Cryptococcus neoformans were
isolated from 300 samples of cerebro spinal fluid (CSF) of immunocompromised patients
obtained by lumbar punctures at the Pernambuco Neurological Diagnosis Service. The
clinical samples were processed for mycological diagnosis using standard methods, direct
examination with China ink staining and isolation in culture, at the Medical Mycology
Laboratory, UFPE, Brazil. Cultures were prepared in duplicate using SDA medium with
chloramphenicol (50 mg/mL) and incubated at 28+2°C or 35+2°C in an aerobic atmosphere
for 5 days. Pure cultures were transferred onto the surface of SDA for taxonomic
identification (14, 15).

Preparation of ciclopirox olamine-loaded liposomes. Ciclopirox olamine was
encapsulated in conventional (CPO-Lipo C) and stealth liposomes (CPO-Lipo S) were
prepared using the dried-lipid film hydration method (16). Initially, a pre-formulation study
was carried out using PC, CH and SA at 7:2:1 molar ratio, with total lipid concentrations
varying from 37.3 mM to 117.6 mM, drug:lipid ratio ranging from 1:50 to 1:317, and CPO
concentrations at 1-2 mg/mL. Stealth liposomes were prepared by replacing 5% of PC for
DSPE-PEG2000. From the pre-formulation studies, a two-level 24! experimental fractional

design was carried out to optimize the CPO encapsulation in liposomes evaluating the
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influence of lipid concentrations and drug:lipid molar ratio on the variables mean particle
size, polidispersity index (PDI) and drug encapsulation efficiency (EE%). The factors were
defined as follows: Factor A = PC (41.16, 61.74 and 82.32 mM); Factor B = CH (11.76, 23.52
and 35.28 mM); Factor C = SA (0.0; 5.88 and 11.76mM) and Factor D = CPO (2.0; 2.5 and
3.0 mg). Experiments were randomly assayed in order to nullify the effect of inappropriate
nuisance variables. The central point was employed in triplicate.

Characterization and physicochemical evaluation of CPO-LIPO. The
physicochemical analysis was carried out after preparation of liposomes. Parameters such as
the macroscopic appearance, morphological examination, particle mean diameter, pH
changes, CPO content and encapsulation efficiency were analyzed. To determine CPO content
an aliquot of liposomes (20 pL) was diluted with methanol to 5 mL and then sonicated for 5
minutes. Measurements were carried out at 304 nm (13) using a CPO standard curve with
concentrations varying from 5 to 80 pg/mL. Drug-encapsulation efficiency of CPO in
liposomes was determined by the ultrafiltration/ultracentrifugation technique using
Ultrafree® units (Millipore, USA). After centrifugation of the CPO-Lipo samples
(Ultracentrifuge KT 20000, Kubota, Japan) at 8.776 g for 1 h at 4 °C, the CPO concentration
in the supernatant was also measured at 304 nm and the CPO encapsulation ratio calculated in
relation to its initial content in the liposome formulation.

In vitro release kinetics of CPO from convencional and stealth liposomes. The in
vitro release kinetics of CPO from conventional and stealth liposomes were carried out using
the dialysis technique under sink conditions at pH 7.4 phosphate buffer solution at 37°C.
Briefly, an aliquot of the liposomal formulation (1 mL) containing CPO was inserted into a
dialysis membrane bag (MW cut-off 12,400), which was subsequently sealed and suspended
in the release medium (50 mL). The system was maintained under magnetic stirring at 37°C.
At appropriate intervals, samples of the release medium (1 mL) were removed and assessed
for CPO content. At each withdraw the release medium was replaced by fresh phosphate
buffer solution (1 mL).

Antifungal susceptibility testing.  Antifungal activity of CPO against Cryptococcus
strains was determined according to CLSI (guide M27-A3) with some modifications (18). The
culture medium RPMI 1640 with L-glutamine, without sodium bicarbonate (pH 7.0 £ 0.1) and
supplemented with MOPS (0.165 mol™), was filter-sterilized in 0.22p membranes (Millipore,
Darmstadt, Germany). Stock solutions of CPO diluted in DMSO at concentrations of 1600
mg/mL were prepared. The concentrations of CPO in solution or in conventional and stealth
liposomes ranged from 0.3 to 625 pg/mL.
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The Cryptococcus strains were maintained on SDA medium and incubated for 48h.
Suspensions of the isolates were prepared and their density was adjusted according to the 0.5
MacFarland scale for 90% transmission using a spectrophotometer. The volume of the
inoculum was adjusted with steril saline to 5.0 mL of and was then diluted in RPMI 1640 to
attain a concentration of 2-5 x10° cells/mL.

For the susceptibility tests, sterilized flat-bottomed 96-well microtiter plates were used
and the procedures followed the CLSI protocols [17,18]. The inoculum was added to the wells
with the tested drug, and the plates were incubated at 35°C for 3 days before reading the
results to determine the minimal inhibitory concentration (MIC) of the CPO. The
microorganism growth inhibition was evaluated by visual observation. Candida parapsilosis
(ATTC 22019) and Candida krusei (ATCC 6528) strains were used as quality controls.

The minimal inhibitory concentration (MIC) values of CPO against C. neoformans
were determined as the concentration able to inhibit fungal growth >80% [17]. To determine
the minimal fungicide concentration (MFC) of CPO the content of the well that showed 80%
and 100% fungal growth inhibition was transferred onto SDA in Petri dishes. The dishes were
then incubated at 35°C for 3 days to determine the fungal viability. The MFC was confirmed
by the absence of fungal growth. The CPO activity was determined according to the CLSI
document M27-A3 [18] based on the susceptibility range of AmB (< 1 pg/mL), which is the
drug reference. In addition, the evaluation was also based on the new CLSI document M38-
A2 [17], which includes tests with CPO for dermatophytes, suggesting that MICs < 1 pg/mL
are considered susceptible. Each experiment was performed in duplicate.

Statistical analysis. Statistical analysis of data of stealth and conventional liposomes
formulations was carried out using the Tukey's Multiple Comparison test with a significance
level defined as p < 0.05. Data were analyzed using Statistica 8.0® software (Statsoft Inc,
Tulsa, OK, USA) and GraphPad Prism 4® (GraphPad software, California, US).

3. Results

Pre-formulation study of CPO-loaded liposomes. Different batches of CPO-loaded
liposomes were presented in the pre-formulation study, presenting mean size diameter and
PDI ranging from 97.3 nm to 156 nm and 0.293 to 0.360, respectively (Table 1). After
preparation, liposomal formulations exhibited a bluish reflection characteristic of small
unilamellar vesicles, independently of the encapsulated CPO concentration (1-2 mg/mL).
Liposomes presented CPO encapsulation efficiency ranging from 89.65 + 0.10% to 99.75 +

0.51%, calculated using the standard curve of CPO concentrations ranging from 5 to 80



85

ug/mL (Abs=0.0252[CPO] — 0.0286; r’>= 0.9994). A typical CPO-loaded liposomal
formulation (L4) was obtained with a 1:79 drug/lipid molar ratio (CPO=7.4 mM: PC:CH:SA=
41.16:11.76:5.88), EE% of 99.6+ 0.21%, particle size of 123 nm and PDI of 0.312. The others
liposome formulations were unstable, exhibiting drug precipitation and lipid flocculation after
one week of preparation. The formulation L4 was chosen for further fractional factorial
design.

Fractional Factorial design. Eleven runs of two-level 24! fractional experimental
design and their responses are shown in Table 2. The variable PC concentrations at higher
levels (61.74 and 82.32 mM) reduced the mean size (from 156 to 90.5 nm). The higher CH
concentrations reduced the mean size (from 154 to 133 nm) and EE% (from 95.8+0.45 to
93.6£0.98), however, increased the PDI values from 0.319 to 0.472 of the liposomes. The
enhancement of SA concentrations (5.88 and 11.76) increased the mean size (from 90.5 to
119 nm ) and PDI values (from 0.274 to 0.301) and reduced EE% from 98.7+0.97% to
89.71£0.2%. But the absence of SA induced drug precipitation after 48 h of storage at 4°C of
formulations. Finally, the higher CPO concentrations (11.1 mM) reduced the EE% (from
95.56+0.45% — 90.56+0.31%).

Based on factorial results, the formulations of the central point presented stability with
the lowest values of the mean size diameter 102.7 nm, PDI 0.264 and EE% of 97.36% (L11)
(Fig. 2, Table 2). This formulation was chosen to prepare stealth liposomes using DSPE-
PEG2000. The stealth liposomes present a mean size diameter, PDI, EE% values of 101.4+
0.74 nm, 0.307 and 96.45+0.89%, respectively.

No statistical difference was found between physicochemical parameters (mean particle
size, PDI and drug encapsulation efficiency) of conventional (L11) and stealth (L11°)
liposomes formulations by the Turkey Test (p < 0.05).

Kinetics of CPO-loaded in conventional and stealth liposomes. A slower release
pattern of CPO from the stealth liposomal formulation was found when compared with the
conventional liposomes (Fig. 3). The release profile from CPO-loaded conventional and
stealth liposomes showed burst effects of 65.95+0.5 and 41.09+0.3%, respectively, after the
first 2h. The maximum release and the release rate of CPO from conventional and stealth
liposomes at 96 h were approximately 99.9+0.6% and 94.6+0.3%; 634.2+0.0 pg/mL and
109.02+ 2.8 pg/mL, respectively.

Antifungal activity of CPO-loaded liposomes. All the analyzed Cryptococcus strains
were susceptible to CPO with fungistatic concentrations ranging from 0.30 to 0.61 ug/mL and

fungicidal activity from 1.22 to 4.88 pg/mL (Table 3). On the other hand, the conventional
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and stealth CPO-loaded liposomes had the same fungistatic activity with MIC values ranging
from 1.22 to 2.44 pg/mL, and fungicidal activity between 1.22 and 9.76 pg/mL. Moreover,
five C. neoformans strains (5811, 5813, 5824, 5825 and 6897) were more susceptible to CPO
encapsulated in liposomes with fungistatic and fungicidal activities of 1.22 pg/mL.

4. Discussion

Cryptococosis, a mycosis caused by Cryptococcus spp, is one of the most important HIV-
related opportunist fungal infections (7). High rates of fungal persistence and recurrence
caused growing concern among physicians about the potential emergence of resistance of
capsulated yeasts (6).

The micellar suspension of amphotericin B (AmB) with sodium desoxycholate
(Fungizone®) is the antifungal agent of choice for the treatment of cryptococosis. It can be
notice that both activity and the toxicity of AmB are related to its structure and tendency to
form pores in ergosterol-containing membranes, leading to toxicity towards host cells (8). In
the literature, several studies have been proposed the encapsulation of antibacterial and
antifungal agents in drug delivery systems, particularly liposomes, due to their ability to
reduce drug toxicity and improve their therapeutic index (19-21).

In this study it was possible to evaluate the in vitro antifungal activity of free CPO and
encapsulated into conventional and stealth liposomes. The mean size, index polydispersity
and drug encapsulation efficiency as well as the lipid constituents of the liposomes were
evaluated, given that these parameters are prominent aspects for drug delivery effectiveness
(22).

The antifungal drug used in this work, CPO is a broad-spectrum agent used in the
treatment of topical fungal infections. Nevertheless CPO systemic use is limited due to its
short half-life time of 2.1 h (13, 23). To the best of our knowledge, no previous report on the
improvement of systemic delivery systems containing ciclopirox olamine was found. In order
to rise above these issues and improve the CPO bioavailability the use of liposomes as
nanocarriers for systemic administration was proposed in the present study.

Ciclopirox olamine-loaded liposomes (CPO-Lipo) were previously developed using the
dried-lipid film hydration method by varying drug concentrations from 1 to 2 mg/mL. CPO-
Lipo were characterized with respect to macroscopic appearance, mean size diameter,
polidispersity index and encapsulation efficiency from the initial formulation (L1) with
concentrations of PC=82.32, CH=23.52, SA=5.88 and 1 mg/mL of CPO (Table 1). According
to the pre-formulation study, the L4 formulation prepared with 117,6 mM of lipids (PC=
82.32, CH=23.52, SA=11.76) was chosen as a typical CPO liposomal formulation for having
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better physicochemical aspect, no drug precipitation, greater amount of drug encapsulated (2
mg/mL) and encapsulation efficiency of 99.6 + 0.01%. The others formulations showed drug
precipitation up to seven days after preparation. In addition, CPO-loaded liposomes without
stearylamine were equally unstable (L7 formulation). From the L4 formulation, a 24!
fractional factorial design was carried out to verify the influence of the lipid concentrations
and the positively charged lipid, stearylamine, on the stability and drug entrapment efficiency
of liposomes (Table 2). Despite of the central point of the factorial design have increased the
total lipids amount in 35.52%, it showed prominent characteristics when compared with the
L4 formulation with improvement of the mean size in 17.1%, PDI in 15.34% and CPO
amount in 25%. The minimum concentrations of stearylamine to obtain the stable formulation
for one month was 5.88 mM.

To develop a therapeutically efficient nanocarrier system, the constituents of liposomes
has to be optimized because it is the crucial factor in preparing stable liposomes incorporated
by maximum of drug concentration. The use of a 2*! fractional factorial design can
considerably reduce the number of preparations. In our study, the factors content of PC, CH,
SA were examined at two levels. Cholesterol is often used as a main component of the lipid
membrane. It has been shown to modify the order and mobility of the phospholipids in the
bilayer and as a consequence, it alters the bilayer fluidity (24). According to Shaikh and
Pawar (25) the amounts of CH are primarily responsible for the stability of topic liposomes
containing CPO. SA liposomes have previously demonstrated efficacy in animal models for
human diseases and are currently being evaluated in human clinical studies. However, toxic
effects have also been reported for SA liposomes (26). In our study, it was observed that high
SA concentrations result in unstable liposomes. The amount of SA was maintained to a
minimum concentration after the fractional factorial designer (5.88 mM).

Recently, the design of CPO-loaded liposomes to enhance availability of this drug in
cutaneous mycosis treatment was reported by Shaikh; Pawar (25). In this previous study
spherical unilamellar , CPO-lipo were obtained using a method based on ethanol injection.
The vesicles size and drug entrapment efficiency ranged from 196+1.73 nm to 1040.66 + 7.02
nm and from 34.28 + 4.4% to 54.89 + 1.9%, respectively. The method used by these authors
is not applicable for systemic use due to high particle size and low drug entrapment
efficiency. In our study, the liposome formulations presented after experimental design a
vesicle size ranging from 90,5 + 0,96 nm to 189.1 + 4.50 nm and % entrapment efficiency
ranging from 89,56+0,47% to 98,75+0,51%.
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Based on the results of the 2% fractional factorial design, the lipids concentrations
obtained from the central point were used for stealth liposome preparation. The results
indicated that there is no statistical difference between conventional and stealth formulations
on the physico-chemical parameters by the Turkey Test (p < 0.05).

From the prominent formulation observed on the experimental designer, Kinetic release
was carried out in vitro using conventional and stealth systems for comparison. Comparing
the release kinetic of CPO-loaded conventional and stealth liposomes, the both systems
presented a released profile in a controlled manner, however, it was observed that stealth
liposomes showed considerable decrease in the CPO release profile, probably due to the
presence of PEG, so the stealth liposomes perhaps may be effective in the treatment of
cryptococosis avoiding repeated doses and adverse effects (27).

Regarding biological activity, the antifungal testing was realized with both conventional
and stealth liposomes from the central point formulation of the experimental designer. It has
been establish that the in vitro activity of CPO occurs against a broad spectrum of fungi,
including pathogenic yeasts. Furthermore, free CPO can be considered both fungistatic and
fungicidal with MICs ranging from 0.9 to 3.9 ug/mL for Candida species such as Candida
albicans and C. glabrata. The MIC range of pathogenic yeast including Cryptococcus strains
and dermatophytes is between 0.25 and 31.3 pg/mL (7, 12, 28, 29, 30). Hannel et al. (31)
using a non-reference method, obtained the antifungal activity of CPO around 6 pg/mL. The
MICs values obtained from our data with free CPO are lower than those reported in literature
with concentrations ranging from 0.30 to 0.61 pg/mL.

According to the reference method (17), dermatophytes are considered sensitive to CPO
when MICs are < 1 pg/mL. Regarding Cryptococcus strains, only one research focus on the
antifungal activity of CPO was performed according to CLSI protocol (7). In the present
study, all the thirty tested strains presented MICs < 1 pg/mL and were considered sensitive to
CPO treatment.

With respect to free CPO fungicidal activity, thirty Cryptococcus isolates showed
fungicidal concentrations of 1.22, 2.44, 4.88 pg/mL. Oliveira et al. (7) working with sixteen
Cryptococcus isolates also observed similar results with fungicidal activity of CPO free in
concentrations from 1 to 4 pg/mL.

Regarding the conventional and stealth CPO-loaded conventional and stealth liposomes,
no difference in terms of in vitro fungistatic activity was observed. The MICs varied between
1.22 and 2.44pg/mL. Despite drugs routinely used in clinical practice for cryptococosis

treatment such as amphotericin B and Fluconazole, exhibit MIC values lower than the MICs
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observed in our study, these drugs showed some disadvantages due to side effects such as
hypertension, nausea, gastrointestinal intolerance, hepatotoxicity and nephrotoxicity (32, 33).
Furthermore, Fluconazole is an antifungal drug which shows only fungistatic activity and our
liposomes showed both fungistatic and fungicidal activity with MFC/MIC < 9.76 ug/mL.
Several reports described liposomes as a drug delivery tool in experimental models of
cryptococcal infections (34-38).

It is also possible to observed in our study that the most MIC and MFC of CPO-loaded
conventional and stealth liposomes (1.22 to 2.44 pg/mL and 1.22 to 9.76 pg/mL, respectively)
showed promising values when compared with those obtained by Ambisome® against clinical
Cryptococcus neoformans isolates with MIC and MFC values of 8 and > 8pug/mL,
respectively (39).

The present study shows a prospective application of the CPO-loaded liposomes
for the management of AlIDS-associated cryptococcal meningitis, although this drug show
low bioavailability. Thus, the liposomes may overcome these limitations of the CPOin a free
form and improve its antifungal activity. The ciclopirox olamine liposomal formulation is an
interesting approach to afford commercially available efficient antifungal systems. Although
CPO-loaded liposomes exhibited excellent in vitro antifungicidal activity, further in vivo
experiments are still required to consider this drug as promising treatment option for
cryptococcosis. These experiments are being performed by our research group.
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Abstract

On this work was developed a strategy to compare the classical phenotypical approach with
the minisatellite-specific primer M13 in the diagnosis of Cryptococcus. From a total of 300
cerebrospinal fluid samples of patients with suspected cryptococcal meningitis, thirty cases
(10%) were diagnosed with neurocryptococcosis. All patients except one, who presented
Adult T-Cell Leukaemia, were HIV seropositive. The phenotypic identification was realized
by colonial aspects, cellular morphologies, microscopic appearance, physiological and
biochemical tests. Genotypes were characterized through the use of URA5 restriction
fragment length polymorphisms analysis and the genetic variability was determined using
PCR-fingerprinting with the minisatellite specific primer M13. The yeasts presented
morphological and physiological characteristics compatible with the genus Cryptococcus. All
30 isolates were sensitive to canavanine and showed VNI genotype representing C.
neoformans var. grubii (serotype A). According to M13 analysis, all isolates showed 100%
similarity in their PCR fingerprinting patterns, which may suggest a possible clonal origin.
There was no incongruence observed between the classical phenotypical approach results and
the molecular identification data. These results reinforce the importance of biochemical tests,
as an inexpensive and efficient tool, for a rapid identification and diagnosis of cryptococcosis
in the routine analyses in health centers and hospitals. The molecular tests can be employed
for identification, typing and molecular epidemiology studies in order to understand
geographical expansion and global distribution of Cryptococcus.

Keywords: Cryptococcus neoformans; cryptococcal meningitis; clinical isolates; genotype;
phenotype.
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Introduction

Newly emerging and reemerging infectious diseases have become a major focus of
research in the 21st century. Among opportunistic fungal infections, cryptococcosis is the
most prevalent systemic mycosis in HIV patients, caused primarily by Cryptococcus
neoformans species complex, whose members are C. gattii and C. neoformans [1, 2]. The
etiologic agents of cryptococcosis differ in their virulence, geographical distribution,
pathogenicity, clinical picture and therapeutic outcome [3-5].

Cryptococcus gattii is distinct from its sibling species Cryptococcus neoformans [4].
Classically, C. gattii affects healthy hosts living in tropical and subtropical rural areas and it is
occasionally isolated from AIDS patients. However, in some African regions it may be the
etiologic agent in up to 10% of the cases [6-8]. C. gattii can be classified into four discrete
molecular types (VGI-VGIV), which represent cryptic species as no nuclear allelic exchange
between groups has been observed [9].

Cryptococcus neoformans more commonly infects immunosuppressed hosts and
infects almost one million people annually with over 620,000 attributable mortalities [2, 10].
The yeast has been found to be composed of two varieties and three serotypes based on
molecular analysis, genome sequence and serological tests, specifically, C. neoformans var.
grubii (serotype A), C. neoformans var. neoformans (serotype D) and the hybrid (serotype
AD) [11].

The prevailing laboratory investigation model for cryptococcosis includes direct
examination, standardized morphological criteria, biochemical and physiological tests, such
as L-Canavanine—Glycine—-Bromothymol blue media (CGB). This medium was proposed by
Kwon-Chung et al. (1982) and C. neoformans is distinguished from C. gattii by enzymatic
differences. Beyond classical identification, molecular techniques have been applied as
additional tools for the diagnosis of C. neoformans complex [12].

The Cryptococcus species complex has been divided into eight major molecular types
by PCR-fingerprinting using single primers specific to ISSR (M13) and PCR-RFLP of URA5
gene from clinical cultures. Results indicate that VNI and VNII genotypes correspond to
serotype A, VNIII is related to serotype AD and VNIV to serotype D of C. neoformans.
However, VGI-VGIV contains isolates of both serotypes (B and C) of C. gattii [8, 13, 14].
The molecular tests have high sensitivity and specificity, with the potential to overcome the
limitations of conventional diagnosis, in addition, can be employed for identification, typing

and molecular epidemiology studies [2, 15].
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In the present study, thirty clinical isolates of Cryptococcus spp obtained from the
cerebrospinal fluid (CSF) of immunocompromised patients, admitted in public hospitals of
Recife-PE, have been identified and compared with each other by classical and molecular

methods.

Materials and Methods

The protocol was approved by the Ethical Committee for Research in Humans of the
Federal University of Pernambuco (Centro de Ciéncias da Saude-UFPE, permit number
080/09).
Isolation and classical identification

A total of 300 CSF samples were obtained from patients with suspected cryptococcal
meningitis over the last four years (2008-2012) at public hospitals of Recife, Pernambuco-
Brazil. All the isolates obtained were submitted to phenotypic and molecular identification.
The phenotypic identification was realized by colonial aspects on Sabouraud Dextrose Agar-
SDA (Difco) plates, cellular morphologies, microscopic appearance using India ink,
physiological and biochemical tests [16-18]. The different species were distinguished by
canavanine-glycine-bromothymol blue agar medium (CGB) as proposed by Kwon-Chung et
al. [18]. The isolates were cultured in plates containing 20 mL of L-canavanine-glycine-
bromothymol blue agar medium (CGB) at 37°C. All the plates were observed daily for up to
five days.
Molecular Identification
DNA extraction

Yeast were grown on plates containing SDA plus chloramphenicol (50 mg ml?) at
37°C for 72h and DNA protocol extraction was carried out according to described by Mora et
al. (2010). The DNA concentration was determined spectrophotometrically at 260/280 nm.
The integrity of the extracted DNA was detected on a 1% agarose gel, visualized under UV
light.
Genotype determination by URA5-RFLP

Standard PCR amplification reactions of the URAS primer were performed with 1.5U of
Tag DNA  polymerase and 50 ng of each  primer URAS5  (5-
ATGTCCTCCAAGCCCTCGACTCCG-3’) and SJO1 (5’-TTAAGACCTCTGAACACC)
(Invitrogen, Brazil). The parameters used were: initial denaturation at 95°C for 4 min followed
by 34 cycles amplification: 45s of denaturation at 94°C, 1 min of annealing at 57°C, 1 min of

extension at 72°C. A final extension step was applied at 72°C for 10 min. A volume of 30 pL of
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the PCR amplicons was double digested with Sau96l (10 U/ uL) and Hhal (20 U/uL) (New
England Biolabs, USA), and then incubated in a dry bath at 37°C for 3h [19]. The molecular
types (VNI-VNIV and VGI-VGIV) were assigned by comparison to the reference strains of the
eight major molecular types [8, 14]. The PCR fingerprinting profiles were analyzed on the basis
of the presence or absence of clear and defined bands in the digitalized gel images.
M13 analysis

The minisatellite-specific core sequence of the wild-type phage M13 (5'-
GAGGGTGGCGGTTCT-3") was used as single primer in the PCR-fingerprinting [8]. Briefly,
the amplification reaction was conducted in a volume of 50 pL containing 100 ng of DNA, 1
x PCR buffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM KCI), 0.2 mM each of dATP, dCTP, dGTP
and dTTP, 2.0 mM of MgClI2, 0.5 uM of primer (Invitrogen, Brazil) and 2.5 U of Tag DNA
polymerase (Invitrogen, Brazil). The PCR consisted of an initial denaturation at 94°C for 10
min, followed by 36 cycles amplification: 1 min of denaturation at 94°C, 1 min of annealing
at 50°C, 1 min of extension at 72°C. A final extension step was applied at 72°C for 10 min.
Amplification products were separated by electrophoresis in 2% agarose gels in 1 x Tris-
Acetate EDTA (TAE) buffer at 3V/cm of electrodes distance, stained with GelRed® for 30
min and visualized under UV light.

Results
Isolation, morphological and physiological identification

All the isolates showed colonial aspects on Sabouraud Dextrose Agar-SDA (Difco)
plates, microscopic appearance in India ink and physiological tests compatible with those
described in the literature for yeasts of the genus Cryptococcus [16, 17].

Identification of the Cryptococcus isolates by canavanine-glycine-bromothymol blue agar
medium (CGB)

All 30 isolates were sensitive to canavanine, resulting in no growth or coloration in
this selective indicator medium. Base on this result, the Cryptococcus isolates were identified
as C. neoformans [Table 1].

Clinical isolates

From a total of 300 CSF samples of patients with suspected cryptococcal meningitis,
thirty cases (10%) were diagnosed with neurocryptococcosis. All patients except one were
HIV seropositive. Only one patient presented Adult T-Cell Leukaemia with negative latex
agglutination test and with a fatal outcome during treatment. Fifteen (50%) were male, with a

mean age of 42.17 (20-65) years.
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Molecular Identification

According to URA5-RFLP analysis, all thirty isolates of Cryptococcus showed VNI
genotype representing C. neoformans var. grubii (serotype A) as showed on Fig. 1.

According to M13 PCR-fingerprinting analysis, all Cryptococcus neoformans var.
grubii isolates, prior characterized by PCR-RFLP of amplification products of the URA5
gene, showed 100% similarity in their PCR fingerprinting patterns , not revealing genetic

variability among these isolates as showed on Fig. 2.

Discussion

Encapsulated yeasts as those of the genus Cryptococcus are the major cause of
invasive fungal diseases. Cryptococcosis emerged as an important opportunistic infection in
the early years of the HIV epidemic, affecting approximately 12% of patients with AIDS [20].
The last four decades have witnessed a global steady increase in the incidence and prevalence
of cryptococcal diseases [21-23].

In this study we diagnosed thirty cases of neurocryptococcosis. One patient presented
Adult T-Cell Leukaemia whereas the remaining 29 were HIV-infected. According to Nguyen
et al. [24], Central Nervous System (CNS) cryptococcosis is defined as the isolation of
Cryptococcus species from the CNS or CSF and patients are classified into three categories:
1) HIV- infected: cryptococcosis occurs in 6% to 13% of patients with AIDS, especially when
their CD4+ lymphocyte count is below 200/mm?® [21, 25, 26] 2) HIV-uninfected but otherwise
immunosuppressed with chronic diseases (lymphoma, leukemia, diabetes, tuberculosis and
others); long-term use of antimicrobial drugs and immunosuppressive agents such as
corticosteroids [25, 27, 28] 3) HIV- uninfected and nonimmunosuppressed [29-32].

Disease in HIV patients is most usually due to infection with either C. neoformans var.
neoformans or C. neoformans var. grubii [20]. In this study, we confirmed 30 different
clinical isolates of C. neoformans using phenotypic tests and identification by molecular
methods. According to our results, only the C. neoformans specie was founded in both
methods analysed. The gold standard for laboratory diagnosis of cryptococcosis has been
based on direct microscopy, culture, subsequently biochemical identification and
immunodiagnosis, despite some limitations such as the time and labor required for
identification [33]. Automated and semi-automated methods can be inconclusive owing to the
frequency dependence on supplementary tests for complete microorganism identification [34-
38].
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Immunodiagnosis tests such as latex agglutination can return false- negative or false-
positive results [33]. We had a patient with Adult T Cell Leukemia who exhibited a negative
test for latex agglutination. Xiao-guang et al. [22] reported an unusual case of disseminated
cryptococcal lymphadenitis in an immunocompetent host who presented fever and
lymphadenopathy. Latex agglutination test of serum and cerebrospinal fluid (CSF) were
negative, while lymph node biopsy showed C. neoformans. According to the authors, the
latex agglutination test for detection of cryptococcal is a rapid and reliable method for
immunodiagnosis of C. neoformans infection, whose sensitivity and specificity were about
98% and 99% respectively. Nevertheless, it still demonstrates certain limitations of false-
positivity and false-negativity due to the presence of a malignancy, sarcoidosis, systemic
lupus erythematosus or rheumatoid factor, infection with Trichosporon beigelii,
Capnocytophaga canimorsus, acid-fast bacillus or HIV, and contamination with agar
syneresis fluid during laboratory pipetting.

Regarding biochemical tests, the canavanine-glycine-bromothymol blue agar medium
has been used to differentiate C. neoformans and C. gattii. It’s considered by some authors a
useful and rapid method for cryptococcosis diagnosis, although there are few reports of its
performance in routine clinical practice [39-41]. Growth on CGB agar indicates that isolates
are canavanine resistant, and able to use glycine as a sole carbon source, triggering a
bromothymol blue color reaction indicative of C. gattii, whereas C. neoformans is sensitive to
canavanine, and cannot use glycine as a sole carbon source, resulting in no growth or
coloration in this selective indicator medium. All the tested isolates have not turned the color
to blue, which is indicative of C. neoformans strains. Previous reports from southeast Brazil
also showed the high prevalence of C. neoformans isolates (93.83%) among HIV patients [8].
In contrast, the authors observed five isolates of C. gattii which were equally recovered from
the patients included in the study.

Regarding molecular methods for detection of C. neoformans and C. gattii, specific
gene sequences from clinical specimens and cultures have been available and gradually have
been implemented into clinical practice [1, 42, 43]. In our study, genotypes were
characterized through the use of URAS restriction fragment length polymorphisms analysis
and the genetic variability was determined using PCR-fingerprinting with the minisatellite
specific primer M13. PCR fingerprinting and RAPD (Random Amplification of Polymorphic
DNA) are two of the most useful molecular methods for identification of the C. neoformans
complex. Many authors have successfully employed URA5 and M13 as target sequences for

typing C. neoformans and C. gattii [8, 11, 44]. In our study, VNI genotype was found in all
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the clinical isolates. Previous reports have demonstrated that the VNI molecular type is the
most isolated from both clinical and environmental sources, furthermore is found in various
regions worldwide, with emphasis on Latin America [14, 45], including Brazil [19, 46, 47]
and Colombia [48]. This genotype also corresponds to the majority isolates of C. neoformans
from Asian countries as Taiwan [49, 50]. In addition, most of the cryptococcal infections in
AIDS patients from other parts of the world are caused by the VNI genotype (serotype A) [8].

Regarding M13 primer results, we have not observed genetic variability among
Cryptococcus neoformans isolates obtained from immunocompromised patients admitted in
public hospital of Recife, Pernambuco, Brasil. Within isolates from HIV patients, we
observed 100% similarity of their PCR fingerprinting patterns. The finding of 100% similarity
of their PCR fingerprinting patterns may suggest a possible clonal origin. Mora et al. [8]
characterized molecularly 77 Cryptococcus isolates recovered obtained in cerebrospinal fluid
from AIDS patients between 1998 and 2007 in Uberaba Minas Gerais, Brazil. Genotypes
were characterized also through the use of URAS restriction fragment length polymorphisms
analysis, the genetic variability was determined using PCR-fingerprinting with the
minisatellite- specific primer M13. The authors also observed two of the three AIDS isolates
who relapsed two years or more after the first episode were VNI and 100% identical,
suggesting, according to the authors, an endogenous reactivation or a re-infection source. Da
Silva et al. [51], as well, observed the same band patterns among Candida strains obtained
from infants hospitalized in a neonatal intensive care unit from a hospital in Recife-PE, after
PCR amplification using M13 primer. Additionally, the authors suggest a possible clonal
origin of the four isolates of Candida pelliculosa.

On this work was developed a strategy to compare the capability of the classical
phenotypical approach (biochemical analysis by CGB agar, molecular methods, such as URA5
restriction fragment length polymorphisms analysis, and PCR-fingerprinting) with the
minisatellite-specific primer M13 in the identification and diagnosis of Cryptococcus isolates
from clinical cases. All 30 isolates were classified by these two approaches as C. neoformans.
Likewise, similar results were found by Mora et al. [8] and Byrnes et al. [2].

From the comparative analysis of the Table 1, it is possible to observe that there was
no incongruence between the classical phenotypical approach results and the molecular
identification data. These results reinforce the importance of biochemical tests, as an
inexpensive and efficient tool, for a rapid identification and diagnosis of cryptococcosis in the

routine analyses in health centers and hospitals.
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In conclusion, the use of different techniques for various purposes can either
contribute to epidemiological studies [52] or emphasize the relevance to characterization of
clinical Cryptococcus isolates, in order to understand its geographical expansion and its

distribution among HIV patients [8].
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Table 1. Phenotypic and Molecular determination of the Cryptococcus strains
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Micoteca URM Number ~ Substrate CGB? URA5-RFLP" M13°
5809 LCR Cryptococcus neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5810 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5811 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5812 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5813 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5814 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5815 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5816 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5818 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5819 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5820 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5821 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5822 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5823 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5824 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
5825 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6895 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6896 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6897 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6898 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6899 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6900 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6901 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6902 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6903 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6904 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6905 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6906 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6907 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp
6908 LCR C. neoformans C. neoformans  Cryptococcus spp

LCR= CerebroSpinal Fluid; ®CGB= Canavanine-glycine-bromothymol blue agar medium
(CGB); PURAS5 restriction fragment length polymorphisms (URA5-RFLP), ®Minisatellite-
specific sequence (M13).
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Fig. 1 The URA5 RFLP profiles after double digestion of amplification products with the
enzymes Sau96l (10 U/uL) and Hhal (20 U/ uL) of thirty Cryptococcus isolates obtained
from cerebrospinal fluid of patients
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Fig. 2 Bands patterns of microsatellite obtained after PCR amplification of thirty
Cryptococcus isolates, obtained from cerebrospinal fluid of patients admitted in public

hospitals of Recife, Pernambuco, Brazil
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ABSTRACT

The in vivo antifungal activity of the Ciclopirox olamine-loaded stealth liposomes against
disseminated infection by Cryptococcus neoformans was investigated. Swiss mice were
immunosuppressed daily with dexamethasone (0.5 mg/mouse) intraperitoneally for 3 days.
This procedure was repeated 4 days later, and the animals were then infected intravenously
with C. neoformans (10° CFU/mL) 1 week later. Seven days after infection, the mice were
divided into groups and treated daily with CPO-loaded liposome (Lipo-CPO) (12.5 mg/kg, iv)
for 7 and 14 days. Amphotericin B (0.5 mg/kg) was used as comparator drug and an
additional group received empty liposome. The treatment with Lipo-CPO showed a
significant decrease of C. neoformans population of 8% in spleen, 41% in liver, 63% in lungs
and 90% in brain on day 14 (P <0.05). The treatment with AmB led to a fungal burden
reduction of 90.27% in spleen, 31% in liver, 48% in lungs and 58% in brain on day 14.
Histological examination showed inflamatory infiltration in the liver of the Lipo-CPO and
amphotericin B groups, but less intense than observed in the liver slides of the control group.
Histological damage in the brain demonstrated liquefactive and coagulative necrosis after 14
days of infection. The remarkable studies of Lipo-CPO antifungal activity in vivo confirms
the further application this novel formulation in the systemic cryptococcosis therapy.

Keywords: Liposome-CPO, Cryptococcus neoformans, Cryptococcosis, Experimental
infection, Amphotericin B
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INTRODUCTION

Cryptococcus neoformans is a life-threatening human fungal pathogen that is present
in the environment. It is estimated that over 1 million cases of cryptococcosis occurs each
year, accounting for more than 600,000 deaths predominantly meningoencephalitis in HIV-
infected patients (1-3). C. neoformans exists in two varieties, C. neoformans var. grubii
(serotype A), which causes the majority of infections worldwide, and C. neoformans var.
neoformans (serotype D), which is commonly found in Europe (4).

The first choice in the primary therapy of central nervous system (CNS) infections
remains fungicidal drugs, with amphotericin B (AMB) alone or in combination with
flucytosine (5, 6). Fungistatic drugs like itraconazole and fluconazole, with less toxicity, are
also used in the maintenance of the pulmonary cryptococcosis therapy, but their use in CNS
infections has been less than satisfactory. In addition, the extended duration of the therapy
with these azoles increases the risk of developing drug resistance (5, 7, 8). Despite antifungal
therapies, cryptococcosis still has mortality rates near 20%, which emphasizes the importance
to improve and search for alternatives to the current therapy (6).

Currently, liposomes have been developed which are successfully applied against
antimicrobial infections (9). Among them, liposomal drug delivery has been used to improve
the distribution of antimicrobial agents with low solubility and reduce its toxicity for the
treatment of bacterial and fungal infections, as well as cancer (9, 10).

On the basis of the promising in vitro results obtained with the antifungal agent
ciclopirox olamine (CPO) against clinical isolates of C. neoformans in vitro (Oliveira et al.,
2010), we have evaluated in this study the efficacy of CPO-loaded stealth liposomes in a
murine model of disseminated infection by C. neoformans for further management of
disseminated cryptococcosis.

MATERIAL AND METHODS
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C. neoformans URM5811. The isolate used in our study was Cryptococcus neoformans
URM5811 obtained from AIDS patient and stored in the Culture Collection of the URM
Micoteca from the Federal University of Pernambuco (11). The strain was chosen among
thirty isolates of C. neoformans due to its high virulence and sensitivity results in
susceptibility tests by standard methodology in prior in vitro characterization with ciclopirox
olamine (CPO) free and encapsulated into stealth liposomes (Data not shown). The minimum
inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) for ciclopirox
olamine in its free form was 0.30 pg/mL and 1.22 pg/mL, respectively. Ciclopirox olamine-
loaded stealth liposomes showed MIC and MFC of 1.22 pug/mL.
Animals and immunosuppression protocol. The experiments were carried out on male
Swiss mice, 4-6 weeks old, and each treatment group comprised of six mice. The animals
were obtained from the Keizo-Azami Immunopathology Laboratory (LIKA/UFPE) and were
kept in animal house with controlled light and dark cycles (12 h), temperature (25°C3), and
humidity (60-70%) and had free access to water and commercial sterile diet (Purina, Paulinia,
SP, Brazil). Experimental procedures and animal handling were performed in accordance with
the guidelines approved by The Institutional Animal Care and Use Committee of Federal
University of Pernambuco (#23076.014650/2012-04).

The immunosuppression protocol was conducted as described by Medeiros et al. 2010.
Each mouse received 0.5 mg of dexamethasone (Teuto®, Brazil) intraperitoneally for 3 days
and then 4 days thereafter in all experiments. Total leukocyte enumeration in the blood of the
immunosuppressed (IS) mice was used to confirm immunosuppression.
Sub-chronic toxicity assays on dexamethasone-treated immunosuppressed mice. Male
Swiss mice with approximately 40g in weight were used for sub-chronic toxicity tests,
following institutional rules stated by the Animal Ethics Committee of the UFPE. Ciclopirox

olamine-loaded stealth liposomes (Lipo-CPQO) concentration was 12.5 mg/Kg based on DL50
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data obtained previously by Eberhard et al. (12). Then, 0.2 mL of Lipo-CPO was administered
daily by the tail vein to IS Swiss mice (N = 5) for 1 week. The control animals (N = 5)
received only empty liposomes. The animals were observed during seven days for changes in
behavior and physiology patterns. At the end of experiments, the survival animals were
sacrificed by anesthesia with Halothane (Halocarbon Laboratories, NJ, USA) and their liver
and kidneys were submitted to histological examination.

C. neoformans infection model and treatment with Ciclopirox olamine-Loaded liposome
(Lipo-CPO). The experimental model of cryptococcosis was performed accordingly to
Medeiros et al. (11) in two steps:

1) In order to analyze the protective effect of the Lipo-CPO, seven days after the beginning of
immunosuppression, the animals (N = 6) were treated with 0.2 mL Lipo-CPO (0.5 mg/Kg)
and Amphotericin B (AmB) (0.5 mg/Kg) by the tail vein. Then, the animals were infected
with 0.2 mL C. neoformans URM5811 (108cells/mL). Control group mice (N= 6) were treated
with empty liposomes under the same experimental conditions.

2) To observe the ability of Lipo-CPO to reduce fungal burden, seven days after infection, 0.2
mL CPO-loaded liposome (0.5 mg/kg) was administered daily by the tail vein to IS mice for 7
(N =6) and 14 (N = 10) days of treatment. The dose of AmB used for the control experiment
corresponded to 0.5 mg/kg, and the untreated control group received only empty liposomes.
The animals were observed for clinical signs and for mortality every day until the end of the
experiments.

C. neoformans enumeration and histological examination. An aliquot of blood for white
blood cell count was collected by cardiac puncture after euthanasia with halothane. The
organs such as spleen, liver, lungs and brain were removed, weighed and macerated in
Phosphate Buffer Saline (PBS) (1:10 or 1:100, w/v). All samples were submitted to serial

dilutions and 100 pL aliquots were stained with China ink to direct examination and the same
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amount was added to plates containing Sabouraud Dextrose Agar (Difco) plus
chloramphenicol (50 mg/mL), incubated at 37°C for 48-72 h. Concomitantly, tissues were
fixed in 10% formaldehyde, processed for paraffin embedding and stained with hematoxylin-
eosin for visualization of cytotoxics effects.

Statistical analysis. Data regarding white cell counts and CFU counts were analyzed
statistically by the ANOVA and Tukey test, with the level of significance set at P < 0.05.

RESULTS

Immunosuppression protocol and C. neoformans infection model. As expected, the total
and differentiated cell counts showed a decrease after 14 days of infection except for
monocyte counts, which remained the same as during the first week (P < 0.05) (Fig. 1). In
addition, C. neoformans URM5811 produced a disseminated infection in IS mice that ranged
from 10* to 10° CFU/g organ 14 days post-infection (P < 0.05).

In vivo sub-chronic cytotoxicity of Lipo-CPO. Lipo-CPO at 12.5 mg/kg was not highly
toxic to IS mice after daily inoculation for 1 week, since all animals were healthy and
survived during the experiment. The formulation used had a particle size of 102 nm and
Encapsulation efficiency of 97.36 = 0.10%. Indeed, histological examination of the liver and
kidneys showed no morphological alterations.

Treatment of disseminated cryptococcosis with Lipo-CPO. Lipo-CPO treatment reduced
the C. neoformans population in the spleen, liver, lungs and brain 7 and 14 days after
infection when compared to the empty Liposome group (Fig. 2A and 2B). The treatment with
Lipo-CPO showed a significant decrease of C. neoformans population of 8% in spleen, 41%
in liver, 63% in lungs and 89% in brain on day 14 (P<0.05). The treatment with AmB led to a
fungal burden reduction of 90 % in spleen, 31% in liver, 48 % in lungs and 58% in brain on

day 14.
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Histological examination showed inflammatory infiltration in the liver of the Lipo-
CPO and amphotericin B groups, but less intense than observed in the liver slides of the
control group. Indeed, liquefative and coagulative necrosis were visualized in the brain after 7
days of infection. (Figure 3).

DISCUSSION

In the present study, a reliable infection model for experimental cryptococcosis was
developed to investigate the ability of the Ciclopirox olamine-loaded liposomes to control the
disease. Pharmacokinetics studies of ciclopirox olamine in rabbits revealed the relationship
between free and total (free + glucuronide derivatives) ciclopirox is about 50% in the first
hour and between 15-20% four hours after intravenous administration. These results suggest
that ciclopirox olamine is mainly transformed into glucuronide derivates, not remarkably
toxic to mammalian cells (13). In addition, the authors demonstrated a short half-life for the
drug (2.1h), a medium total clearance (0.73 1.h™}) and a good distribution volume (2.2 ). Our
data showed Lipo-CPO at 0.5 mg/ kg as nontoxic after 2 weeks of daily exposure, supporting
its use in a C. neoformans infection model. Moreover, treatment with Lipo-CPO reduced C.
neoformans population in the lungs (63%) and brain (89%), suggesting that long-term
treatment could enhance sterilization in all organs. Regarding the presence of remaining
yeasts in all organs analyzed, it may be due to the immunosuppression setting, since the
effectiveness antifungal therapy also depends on the immune host mechanisms. (14, 15).

This protective effect was confirmed by histological examination (Figure 3), which
revealed a minor organ injury when compared to the empty liposome (EL) group. Conversely,
the murine death rate in the Lipo-CPO group may be attributed to some progressively toxic
side effect of this drug, since these animals were not especially susceptible to the disease,

having leukocyte cell counts similar to those of the EL and amphotericin B groups.



119

Gupta (2001) reported that CPO mechanisms of action differ from other antimycotic
drugs. CPO exerts its activity not directly on the fungal plasma membrane but by the
intracellular depletion of some essential substrates and/or ions caused by the inhibition of
their uptake. According to Escarrone et al. (16), the complexity of the mechanism of action of
ciclopirox olamine should make the development of resistance less likely than with other
antifungal drugs.

Although the CPO mechanism of action against cryptococcosis remains unclear, it
appears not to be related to activation of the immune system, which could enhance organ
clearance. This idea was corroborated by the immune status of Swiss mice during the present
experiments, since dexamethasone is known to abrogate B and T cell activation, thereby
substantially decreasing humoral and cellular immunity (17). Medeiros et al. (11) also
demonstrated an infection model of C. neoformans in immunocompromised mice with
dexamethasone, in which the leukocytes counts significantly decreased after 14 days of
infection, except for the monocytes counts. It was also observed no statistically significant
difference in cell count, showing that immunosuppression occurred similarly among the
different groups tested.

As expected, all animals treated with empty liposomes had no reduction in CFU of all
organs analysed, which confirms the absence of antifungal activity in empty liposomes. Khan
et al. (14) observed that empty liposome failed to reduce the fungal burden in lungs and brains
of leucopenic mice infected with C. neoformans.

Furthermore, the stealth liposomes containing CPO showed efficacy when related to
amphotericin B with reduction of C. neoformans population of CFU/g organ of 41% in the
liver, 63% in the lung and 89% in the brain. Amphotericin B reduced the fungal burden in

31% in liver, 48% in lung and 58% in brain.
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On the order hand, AmB reduced the spleen fungal burden in 90%, whereas the lipo-
CPO decreased only 8%. This significant discrepancy may be explained since the stealth
liposomes formulation present the PEG on its surface which conferers a hydrophilic character,
therefore the reticuloendothelial system (RES) will not recognize and capture the drug in the
spleen. For this reason, the Lipo-CPO will take a longer period of time to act in the spleen
(which is the organ central of the RES) and, consequently, is available in the blood circulation
to operate in other organs, such as the liver and the brain (18).

All in vivo experiments were performed with pegylated liposomes since the
conventional liposomes will be quickly cleared from the blood, especially because of the
adsorption of plasma proteins (opsonins) onto the phospholipid membrane, triggering
recognition and uptake of liposomes by the mononuclear phagocytic system (MPS).
Attachment of hydrophilic polymers, usually derivatives of poly ethylene glycol (PEG), could
provide steric-stabilization of the vesicles, enabling them to have a prolonged circulating time
without being opsonized, recognized and cleared by the MPS, and consequently improve
therapeutic efficacy (19, 20). The optimal level of PEGylation on liposomes for long
circulation half-life has been extensively studied (19, 21-23).

The particle size is another important parameter when designing liposomes for in vivo
applications in order to prevent opsonization and RES recognition. We developed and tested a
CPO lipossomal formulation with final mean size of 102 nm aiming to evaluate its
criptococcal activity particularly in lungs and brain, the two target-organs of C. neoformans.
This particle diameter is corroborated with studies of Lockman et al. (24), when these authors
described that nanocarriers for drug delivery cross the Blood-Brain Barrier (BBB) must have
a particle diameter about 100 nanometers. This result also justified the high reduction of
Cryptococcus neoformans population in brain (89%) observed in our study. The use of

liposomes in clinical use for therapeutic diagnostics application represents a substantial
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advantage for drug delivery systems across the BBB for effective treatments of many central
nervous system disorders.

The present study demonstrated that it is possible to incorporated ciclopirox olamine
into stealth liposomes with an encapsulation efficiency above 95%. The developed
formulation presented an effectiveness antifungal activity compared to amB which is
currently the drug of choice of cryptococcosis. Since AmB is a drug with several side effects
such as high nephrotoxicity (3), the search for new therapy strategies for treatment of
systemic infections is imperative and Lipo-CPO represents a promising alternative for further

clinical application especially in immunocompromised patients.
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FIG 1. Leukocyte cell counts in dexamethasone-immunosuppressed mice infected with
Cryptococcus neoformans URM5811 and treated with Ciclopirox olamine-Loaded Liposome.
EL= Empty Liposome; AmB= Amphotericin B; Lipo-CPO= Ciclopirox olamine-loaded
liposome. *P < 0.05, 7 days compared to 14 days of treatment per cell group (ANOVA and
Tukey test).
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FIG 2 Seven days after infection, mice were treated daily with Lipo-CPO (0.5 mg/kg Lipo-
CPO) or amphotericin B (0.5 mg/kg) for 7 (A) or 14 days (B). *P < 0.05 compared to the
empty liposome group (Tukey test and ANOVA).
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FIG 3 Histopatological examination of cryptococcosis infection model: 2A and 2B show
normal glomerulus and tubular cells (kidney) and hepatocytes and vessels (liver) without
alterations, respectively, indicating ausence of CPO citotoxity at 12.5 mg/Kg; 2C-2E
demonstrate fungal infiltrate in the liver of empty liposome, Lipo-CPO and AmB groups after
7 days of infection. The histological damage in brain after 7 days is shown in 2F-2H.
Liquefative and coagulative necrosis are indicated by white and black stars respectively.
Yellow arrow indicates inflammatory infiltrates near the lesion (400x)
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CONSIDERACOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos podese concluir que:

O liquido cefalorraquidiano é a amostra ideal para isolamento espécies de
Cryptococcus.

Criptococose é a micose mais frequente em pacientes imunocomprometidos.
Ciclopirox olamina pode ser encapsulada em lipossomas furtivos em concentragdes
satisfatorias.

Ciclopirox olamina pode ser encapsulado na fase organica de lipossomas nas
concentracdes de 1, 2 e 2,5 mg/mL.

Planejamento fatorial a 2% otimiza o tamanho de particula, PDI, e quantidade de
farmaco encapsulado.

Lipossomas furtivos contendo ciclopirox olamina apresentam in vitro uma velocidade
de liberagdo mais controlada do farmaco quando comparado a formulacéo
convencional.

Amostras de Cryptococcus neoformans recém isoladas sdo sensiveis a ciclopirox
olamina livre nas concentracdes de 0,3 to 0.61 ug/mL e em lipossomas furtivos e
convencionais nas concentragdes variando de 1.22 a 2.44 ug/mL.

O primer M13 ndo revela variabilidade genética entre os isolados, enquanto que o
URAG é capaz de diferenciar C. neoformans de C. gattii.

Lipo-CPO com tamanho de particula de 102 nm apresenta eficacia antifdngica in vivo
e reduz a populacdo de Cryptococcus neoformans no bago, figado, pulméo e cérebro.
A utilizacdo de um método padronizado e reprodutivel facilita a comparacdo entre
diferentes antifungicos e entre as diferentes concentragdes inibitorias minimas.
Encapsulacdo de Ciclopirox olamina em lipossomas representa uma nova alternativa

terapéutica para criptococose sistémica.

Esta é a primeira vez em que ciclopirox olamina é encapsulado em lipossomas para

viabilizar sua aplicacdo sistémica no tratamento de micoses.
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authorship and accountability as described in these Instructions. The names (and institutional affiliations if desired) of the

contributing members may be given as a separate paragraph in Acknowledgments.

If the contributing members of the group associated with the work do not fulfill the criteria of substantial contribution to and
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Correspondent footnote. The e-mail address for the corresponding author should be included on the title page of the
manuscript. This information will be published in the article as a footnote to facilitate communication and will be used to
notify the corresponding author of the availability of proofs and, later, of the PDF file of the published article. No more than
two authors may be designated corresponding authors.

Abstract. Limit the abstract to 250 words or fewer and concisely summarize the basic content of the paper without presenting
extensive experimental details. Avoid abbreviations and references, and do not include diagrams. When it is essential to
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complete and understandable without reference to the text.
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ultrasonic treatment as previously described (9)” rather than “cells were broken as previously described (9).” This allows the
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Results. In the Results section, include the rationale or design of the experiments as well as the results; reserve extensive
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