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RESUMO 
 
DETERMINAÇÃO DA AÇÃO ANTIFÚNGICA DE NANOPARTÍCULAS DE ÓXIDO 

DE ZINCO SOBRE Cryptococcus neoformans 
 
O acúmulo de excretas de pombos em edifícios públicos, monumentos e moradias; 

levam a diversos riscos de contaminações em fontes de água e alimentos. Entre os 

vários microrganismos veiculados através de seus excrementos, o Cryptococcus 

neoformans é o principal agente causador de meningite fúngica do mundo; 

principalmente em indivíduos imunodeprimidos. Geralmente adquirida por inalação de 

Cryptococcus neoformans. Nas últimas décadas descobriu-se que os nanomateriais 

possuem atividade antimicrobiana, em destaque as nanopartículas de óxido de zinco 

(ZnO-NPs), que podem ser usados como bons agentes antibacterianos, tanto para 

bactérias Gram-positivas, quanto para Gram-negativas. Desta forma este trabalho 

propôs avaliar a ação antimicrobiana de nanopartículas de oxido de zinco (ZnO-NPs), 

sobre células planctônicas e biofilmes de Cryptococcus neoformans isolados de lesão 

humana e fruta (ATCC 28957 - 32045). A síntese de nanopartículas de óxido de zinco 

foi realizada por precipitação simples. A determinação da concentração inibitória 

mínima (CIM) de ZnO-NPs em células planctônicas de Cryptococcus neoformans, foi 

realizada pelo método de microdiluição em caldo, de acordo com o método proposto 

pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing com modificações. Os 

biofilmes foram formados incubados a 35 °C por 24 - 48 horas em placas de 96 poços. 

Os biofilmes foram tratados com ZnO-NPs nas concentrações de 5.000 µg/mL, 2500 

µg/mL, e 1250 µg/mL. Essas concentrações foram selecionadas para esta análise 

baseadas nos resultados obtidos da CIM. Os biofilmes resultantes foram analisados 

pela quantificação das unidades formadoras de colônias (UFCs), da biomassa total e 

da atividade metabólica. Foi realizado a análise estatística verificando a normalidade 

da distribuição dos valores; utilizando Shapiro-Wilk disponível no programa R (versão 

3.2.3), e análise de variância de dois fatores (Two-way anova), disponível no programa 

estatístico Graphpad Prism (Versão 5.0). As ZnO-NPs mostraram atividade 

antifúngica contra células planctônicas, com CIMs Cryptococcus neoformans de 19,5 

para ATCC 28957, e 312 µg/mL para ATCC 32045 respectivamente. Todas as 

concentrações testadas de ZNO-Ns geraram reduções significativas (p<0,05) no 

metabolismo dos biofilmes, com efeitos dose-dependentes, comparadas ao grupo 



controle. As ZNO-NPs mostraram efeitos dose-dependentes sobre a biomassa total 

dos biofilmes; avaliados apenas na maior concentração (5000 µg/mL), onde se 

observou as maiores reduções. Todas as concentrações testadas de ZNO-NPs 

geraram reduções significativas (p<0,05) na quantificação de células cultiváveis dos 

biofilmes, com efeitos dose-dependente comparadas ao grupo controle. Embora não 

existam muitos estudos sobre a atividade antibiofilmes das ZnO-NPs de Cryptococcus 

neoformans; sabe-se que essa nanoparticula possui ampla atividade antifúngica na 

forma planctônica, e em biofilmes de outras leveduras. Portanto, reforça que o 

emprego das ZnO-NPs contra agentes patogênicos é possível e promissor.  

 

Palavras-chave: Criptococose; Meio Ambiente; Nanotecnologia. 

 
 
  
  



ABSTRACT 
 

DETERMINATION OF THE ANTIFUNGAL ACTION OF ZINC OXIDE 
NANOPARTICLES ON Cryptococcus neoformans. 

 
The accumulation of pigeon excreta in public buildings, monuments and homes; lead 

to several risks of contamination in water and food sources. Among the various 

microorganisms transmitted through their excrement, Cryptococcus neoformans is the 

main causative agent of fungal meningitis in the world; mainly in immunocompromised 

individuals. Usually acquired by inhalation of Cryptococcus neoformans. In recent 

decades, it has been discovered that nanomaterials have antimicrobial activity, 

particularly zinc oxide nanoparticles (ZnO-NPs), which can be used as good 

antibacterial agents, both for Gram-positive and Gram-negative bacteria. Thus, this 

work proposed to evaluate the antimicrobial action of zinc oxide nanoparticles (ZnO-

NPs) on planktonic cells and biofilms of Cryptococcus neoformans isolated from 

human lesions and fruit (ATCC 28957 - 32045). The synthesis of zinc oxide 

nanoparticles was carried out by simple precipitation. The determination of the 

minimum inhibitory concentration (MIC) of ZnO-NPs in planktonic cells of 

Cryptococcus neoformans was carried out using the broth microdilution method, 

according to the method proposed by the Brazilian Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing with modifications. Biofilms were formed by incubated at 35 °C 

for 24 - 48 hours in 96-well plates. The biofilms were treated with ZnO-NPs at 

concentrations of 5,000 µg/mL, 2500 µg/mL, and 1250 µg/mL. These concentrations 

were selected for this analysis based on the results obtained from the MIC. The 

resulting biofilms were analyzed by quantifying colony forming units (CFUs), total 

biomass and metabolic activity. Statistical analysis was carried out verifying the 

normality of the distribution of values; using Shapiro-Wilk available in the R program 

(version 3.2.3), and two-way analysis of variance (Two-way anova), available in the 

statistical program Graphpad Prism (Version 5.0). The ZnO-NPs showed antifungal 

activity against planktonic cells, with Cryptococcus neoformans MICs of 19.5 for ATCC 

28957, and 312 µg/mL for ATCC 32045 respectively. All tested concentrations of ZNO-

Ns generated significant reductions (p<0.05) in biofilm metabolism, with dose-

dependent effects, compared to the control group. ZNO-NPs showed dose-dependent 

effects on the total biomass of biofilms; evaluated only at the highest concentration 



(5000 µg/mL), where the greatest reductions were observed. All tested concentrations 

of ZNO-NPs generated significant reductions (p<0.05) in the quantification of cultivable 

biofilm cells, with dose-dependent effects compared to the control group. Although 

there are not many studies on the antibiofilm activity of ZnO-NPs from Cryptococcus 

neoformans; It is known that this nanoparticle has broad antifungal activity in planktonic 

form, and in biofilms of other yeasts. Therefore, it reinforces that the use of ZnO-NPs 

against pathogens is possible and promising. 

 

Keywords: Cryptococcosis; Environment; Nanotechnology. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

A criptococose é uma infecção fúngica grave, principalmente do sistema 

nervoso central e dos pulmões de uma variedade de animais, incluindo humanos 

(Rajasingham; Smith; Park et al., 2017). Os agentes etiológicos da criptococose são 

agrupados taxonomicamente em pelo menos dois complexos de espécies do 

gênero Cryptococcus (C. neoformans e C. gattii). Todas essas leveduras são fungos 

ambientalmente ubíquos (muitas vezes encontrados no solo, folhas e madeira em 

decomposição, ocos de árvores e associados a fezes de pássaros, especialmente 

guano de pombo). Eles também possuem uma camada externa polissacarídica 

(cápsula), que é uma característica única em membros do reino fúngico (Zaragoza, 

2019).  

O acúmulo de excretas de pombos em edifícios públicos, monumentos e 

moradias é muitas vezes tão grande, que levam a entupimentos de sistemas de 

drenagem de águas de chuva; comprometimento no funcionamento de equipamentos 

diversos, e riscos de contaminações em fontes de água e alimentos. A tarefa de 

limpeza nestes locais se torna não só dispendiosa, mas de risco para quem a executa 

na ausência de equipamentos de segurança individual (EPIS). No entanto, o mais 

grave é a grande quantidade de microrganismos patogênicos e parasitas veiculados 

por essas aves, especialmente em seus excrementos e penas (Miskiewicz; 

Kowalczyk; Oraibi, 2018). 

Entre os vários microrganismos veiculados através de seus excrementos, 

merece destaque o Cryptococcus neoformans. Trata-se da forma assexuada do 

basidiomiceto Filobasidiela neoformans; uma levedura encapsulada que se reproduz 

por brotamento, e que possui grande importância médica por ser o agente etiológico 

da criptococose. Tal levedura sobrevive nas excretas por vários meses, de forma que 

diversos substratos contaminados podem agir como fontes de infecção durante tempo 

prolongado (Miskiewicz; Kowalczyk; Oraibi, 2018). Além disso, o crescimento de 

leveduras é facilitado devido às altas concentrações de uréia (Firacative; Lizarazo; 

Illnait-Zaragozí et al., 2018). 

Cryptococcus spp. é uma levedura saprofítica com predileção pelo Sistema 

Nervoso Central (SNC), causando a meningite criptocóccica (MC). Ele é o principal 

agente causador de meningite fúngica do mundo com distribuição e prevalência de 

mais de um milhão de doentes, e em torno de 650 mil de mortes, anualmente (Silva; 
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Zara; Sá et al., 2018). Embora existam poucos relatos sobre a incidência e prevalência 

de criptococose na América Latina; estudos do Brasil e da Colômbia relatam uma 

incidência média anual de 2,4 a 4,5 casos de criptococose meníngea, por milhão de 

habitantes e uma prevalência de 10 a 76% (Firacative; Meyer; Castañeda, 2021).  

A criptococose é uma doença grave e importante causa de mortalidade e 

morbidade em todo o mundo, principalmente em indivíduos imunodeprimidos. É 

adquirida por inalação das leveduras de Cryptococcus neoformans, causando uma 

primoinfecção pulmonar, assintomática ou não. Em seguida, ocorre uma 

disseminação hematogênica, se instala em outros sítios anatômicos, principalmente 

no Sistema Nervoso Central, provocando meningoencefalite (Firacative; Lizarazo; 

Illnait-Zaragozí et al., 2018). 

Em humanos, a criptococose é mais frequente em adultos, mas apesar de rara 

pode afetar crianças. Nas últimas décadas, o aumento do número de casos de PVHA 

foi acompanhado pelo aumento da incidência de criptococose. No Brasil, a meningite 

criptococócica foi responsável pelo maior número de mortes entre as pessoas vivendo 

com HIV/aids, considerando-se as micoses sistêmicas meningoencefalite (Firacative; 

Lizarazo; Illnait-Zaragozí et al., 2018). 

Alguns estudos têm demonstrado preocupação com medidas de prevenção à 

vulneráveis; como manter crianças, idosos e pessoas imunocomprometidas longe de 

possíveis contatos com as excretas dessas aves, em ambientes de lazer uma vez que 

são mais suscetíveis a doença (Bastos; Manrique; Trilles et al., 2022; Ribeiro, 2019; 

Santos; Figueiredo, 2021; Sarmento; Souza; Bezerra et al., 2021; Soltani; Bayat; 

Hashemi et al., 2013).  

Nas últimas décadas, descobriu-se que os nanomateriais possuem um 

tamanho ultrapequeno, alta área de superfície específica, alta reatividade, capacidade 

de modificação de superfície ajustável e atividade antimicrobiana (Mahamuni-Badiger; 

Patil; Badiger et al., 2019; Yang; Pijuan-Galito; Rho et al., 2021; Kreyling; Semmler-

Behnke; Chaudhry, 2010; Zhou; Zhao; Zhou et al., 2018). Notavelmente, como um 

óxido de metal anfotérico, o ZnO atraiu grande atenção por seu forte e amplo espectro 

antimicrobiano, antitumoral, baixa toxicidade e várias outras propriedades (Zhang; Liu; 

Li et al., 2018; Wu; Yao; Al-Baadani et al., 2020).    

Entre vários agentes antimicrobianos inorgânicos, as nanopartículas de óxido 

de zinco (ZnO) têm demonstrado boa atividade antibacteriana (Sirelkhatim; Mahmud; 

Seeni et al., 2015; Maruthapandi; Saravanan; Natan et al., 2020). Além disso, o ZnO 
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tem sido amplamente utilizado em alimentos, cosméticos e remédios por sua 

segurança e biocompatibilidade (Seaberg; Montazerian; Hossen et al., 2021).  
As nanopartículas de ZnO (NPs) têm crescido em destaque devido à sua baixa 

toxicidade e respeito pelo meio ambiente. A multiversatilidade de ZnO-NPs resultou 

em suas aplicações em uma ampla variedade de indústrias e disciplinas. As NPs de 

ZnO conseguiram substituir sua contraparte a granel em uma ampla gama de 

aplicações devido ao seu pequeno tamanho; o que resulta em uma alta relação 

superfície-volume, levando a uma maior eficiência (Basnet; Inakhunbi Chanu; 

Samanta et al., 2018). 

As nanopartículas de ZnO estão sendo amplamente estudadas em virtude de 

apresentarem elevada área superficial. O que contribui para o aprimoramento da 

propriedade antimicrobiana (Mohr; Capelezzo; Rippel et al., 2019). O agente é 

considerado bactericida se matar as bactérias e bacteriostático se inibe o seu 

crescimento, e estes não podem ser prejudiciais ao hospedeiro (Premanathan; 

Karthikeyan; Jeyasubramanian et al., 2011). As nanopartículas de ZnO possuem 

maior potencial de atividade inibitória frente as culturas de bactérias; devido a maior 

área de superfície quando comparadas com as partículas micrométricas (Reyes-

Torres; Mendoza; Hernández et al., 2019). 

Nos estudos apresentados (Azizi-Lalabadi; Ehsani; Divband et al., 2019; da 

Silva; Caetano; Chiari-Andréo et al., 2019; Palanikumar; Ramasamy; Balachandran, 

2014), os autores obtiveram ZnO com diferentes morfologias, e indicaram que o ZnO 

e seus compostos podem ser usados como bons agentes antibacterianos; tanto para 

bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas. Assim, apesar da intensa 

pesquisa neste campo, a avaliação da atividade antibacteriana do ZnO e da 

biocompatibilidade, devido à alteração da morfologia da partícula; ainda é importante 

e pode expandir significativamente o escopo deste material em aplicações 

biomédicas. Por este motivo, o óxido de zinco tem sido utilizado em diversas 

aplicações tecnológicas atuais, observando-se uma tendência crescente no número 

de pesquisas em relação ao ZnO nanoestruturado (Fattobene, 2011; Fu; Luo; Du et 

al., 2010; Giraldi; Swerts; Vicente et al., 2016; Kamazani, 2019). 

  

https://www.semanticscholar.org/author/E.-Mendoza-Mendoza/2248028118
https://www.semanticscholar.org/author/%C3%81.-M.-Miranda-Hern%C3%A1ndez/1415559425
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