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RESUMO 

 

As espécies do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii são leveduras 

encapsuladas responsáveis pela criptococose, uma micose oportunista que acomete 

principalmente indivíduos imunocomprometidos. A presença de fatores de virulência, como 

a cápsula polissacarídica e a capacidade de formação de biofilmes, contribui para a 

persistência do microrganismo e para a redução da eficácia dos antifúngicos convencionais, 

o que reforça a necessidade de novas estratégias terapêuticas. Nesse contexto, este 

estudo avaliou a atividade antifúngica de micropartículas de quitosana associadas ao óleo 

essencial de cúrcuma contra células planctônicas e biofilmes maduros desse complexo, 

além da interação com antifúngicos clássicos e do perfil de citotoxicidade da formulação. 

Testes de sensibilidade planctônica e de biofilmes maduros foram realizados seguindo 

protocolos padronizados, utilizando cristal violeta para quantificação da biomassa e MTT 

para avaliação da atividade metabólica. A interação farmacológica foi investigada pelo 

método checkerboard com anfotericina B e fluconazol, enquanto a citotoxicidade foi 

determinada por ensaios de viabilidade celular em cultura de células. Considerou-se 

significância estatística de P<0,05 para a análise dos resultados obtidos. Os resultados 

indicaram concentrações inibitórias mínimas entre 4-256 μg/mL para 50% de inibição e 256-

1024 μg/mL para 100% de inibição nas células planctônicas. Em biofilmes maduros, a 

formulação reduziu até 33% da biomassa e 42% da atividade metabólica na concentração 

de 256 μg/mL, maior concentração testada. Nos testes de interação farmacológica, 

observou-se perfil indiferente na associação com os antifúngicos clássicos, sem evidência 

de antagonismo. Nos ensaios de citotoxicidade, a concentração de 400 μg/mL reduziu 

aproximadamente 75% da viabilidade celular. Em conjunto, os resultados demonstram que 

micropartículas de quitosana carreadas com óleo essencial de cúrcuma apresentam 

atividade antifúngica in vitro contra células planctônicas e biofilmes maduros do complexo 

Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii, embora a necessidade de concentrações 

mais elevadas e a limitação citotóxica indiquem a necessidade de estudos adicionais para 

otimização da formulação e melhor compreensão de sua aplicabilidade biomédica. 

  

Palavras-chave: criptococose; leveduras; produtos naturais; citotoxicidade; 

encapsulamento.  



ABSTRACT 

 

Species of the Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii complex are encapsulated 

yeasts responsible for cryptococcosis, an opportunistic mycosis that primarily affects 

immunocompromised individuals. Virulence factors such as the polysaccharide capsule and 

the ability to form biofilms contribute to microbial persistence and reduce the effectiveness 

of conventional antifungal therapies, highlighting the need for new therapeutic strategies. In 

this context, the present study evaluated the in vitro antifungal activity of chitosan 

microparticles loaded with turmeric essential oil against planktonic cells and mature biofilms 

of the C. neoformans/C. gattii complex, as well as their interaction with conventional 

antifungal agents and the cytotoxicity profile of the formulation. Planktonic susceptibility and 

mature biofilm assays were performed following standardized protocols. Biofilm biomass 

was quantified using crystal violet staining, while metabolic activity was assessed by the 

MTT assay. Drug interaction was evaluated using the checkerboard method with 

amphotericin B and fluconazole. Cytotoxicity was determined through cell viability assays in 

cultured cells. Statistical significance was established at P < 0.05. Minimum inhibitory 

concentrations ranged from 4–256 μg/mL for 50% inhibition and 256–1024 μg/mL for 100% 

inhibition in planktonic cells. In mature biofilms, the formulation reduced biomass by up to 

33% and metabolic activity by up to 42% at 256 μg/mL, the highest concentration tested. 

Drug interaction assays demonstrated an indifferent profile in combination with conventional 

antifungals, with no evidence of antagonism. In cytotoxicity assays, a concentration of 400 

μg/mL reduced cell viability by approximately 75%. Overall, chitosan microparticles loaded 

with turmeric essential oil exhibited in vitro antifungal activity against planktonic cells and 

mature biofilms of the C. neoformans/C. gattii complex. However, the requirement for 

relatively high concentrations and the observed cytotoxicity highlight the need for further 

studies to optimize the formulation and better assess its potential biomedical applications. 

 

Keywords: cryptococcosis; yeasts; natural products; cytotoxicity; encapsulation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As espécies que integram o complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus 

gattii são caracterizadas como leveduras encapsuladas responsáveis por causar a 

criptococose, uma doença fúngica que afeta humanos e também animais (Freitas & 

Santos, 2021). Essa micose é caracterizada como uma patologia oportunista que 

acomete principalmente indivíduos imunocomprometidos, como pessoas vivendo com 

HIV, usuários de medicamentos imunossupressores e transplantados. Nesse contexto, 

a criptococose apresenta uma elevada importância epidemiológica entre as infecções 

fúngicas oportunistas, tanto na comunidade científica quanto na população global, 

sobretudo entre pessoas imunossuprimidas (Montoya et al., 2021; Zhao et al., 2023). 

A criptococose é uma micose de distribuição global, associada a elevadas taxas 

de mortalidade, especialmente quando evolui para manifestações clínicas graves, 

como a meningite criptocócica (Rathore et al., 2022). A infecção é adquirida a partir do 

ambiente, principalmente pela inalação de propágulos fúngicos presentes em 

substratos como madeira em decomposição ou excretas de pombos (Rodrigues et al., 

2022). Em decorrência dessa via de transmissão, o trato respiratório constitui a 

principal porta de entrada do patógeno no hospedeiro (Howard-Jones et al., 2022). 

Contudo, destaca-se também o marcado neurotropismo dessas leveduras, que 

favorece a disseminação para o Sistema Nervoso Central (SNC), onde podem causar 

infecções graves, como a meningite criptocócica (Mohamed et al., 2022). 

No que se refere às abordagens terapêuticas atualmente disponíveis para o 

tratamento da criptococose, observa-se um cenário desafiador, evidenciado por dados 

da literatura que relatam o aumento da resistência antifúngica aos medicamentos 

convencionalmente utilizados (Bermas & Geddes-McAllister, 2020). Diante desse 

contexto, aliado aos efeitos adversos associados às terapias existentes, há uma 

ampliação na busca por novos fármacos com potencial atividade antifúngica, capazes 

de atuar de forma promissora na inibição in vitro de espécies do gênero Cryptococcus 

(Yier et al., 2021). 

O uso das micropartículas de quitosana (MP) com óleos essenciais têm 

demonstrado atividade antimicrobiana aprimorada, bem como a redução de biofilmes 

fúngicos, o que certifica o potencial dos sistemas de encapsulamento para possíveis 

aplicações biomédicas (Garcia et al., 2023). Através da encapsulação de extratos ou 

óleos essenciais de Curcuma longa (CEO) em micropartículas de quitosana certificou-
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se uma estratégia eficaz para melhorar a liberação controlada e estabilidade do 

composto bioativo em sistemas poliméricos (Yupanki et al., 2024).  

Embora modelos experimentais recentes descrevam a atividade antifúngica da 

quitosana contra biofilmes, a aplicação de sistemas microencapsulados com óleos 

essenciais frente a biofilmes do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus 

gattii permanece pouco explorada (Costa et al., 2025).  Resultados semelhantes ao 

estudo de Garcia et al., (2023) também foram descritos em outros fungos, como 

Histoplasma capsulatum, indicando que micropartículas de quitosana carregadas com 

óleos essenciais podem ampliar a eficácia antibiofilme em fungos de relevância clínica, 

reforçando o potencial dessa estratégia (Costa et al., 2025). Nesse contexto, a 

avaliação dessa abordagem contra biofilmes maduros do gênero Cryptococcus 

destaca a originalidade e a contribuição do presente estudo. 

Desta forma, este trabalho objetivou avaliar a influência das micropartículas de 

quitosana carreadas com óleo essencial de cúrcuma (MPCEO) como um composto 

natural alternativo manifestando ação antifúngica frente às células planctônicas e 

biofilmes maduros do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii, bem 

como avaliar possíveis interações farmacológicas com os tratamentos antifúngicos 

convencionais e efeitos citotóxicos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Cryptococcus spp. 

2.1.1 Aspectos taxonômicos 

 

Em 1894, na Itália, Francesco Sanfelice realizou uma descoberta que marcou o 

início do conhecimento sobre o gênero Cryptococcus, ao isolar um microrganismo até 

então desconhecido a partir de suco de pêssego (Lima et al., 2023). No mesmo ano, 

os médicos alemães Otto Busse e Abraham Buschke relataram o isolamento de uma 

levedura com características semelhantes às descritas por Sanfelice, proveniente de 

uma lesão tibial em uma paciente jovem com quadro de doença granulomatosa crônica 

(Julian et al., 2024). 

Inicialmente, o microrganismo foi denominado Saccharomyces neoformans 

(Giro, 2021). Posteriormente, em 1901, Jean Paul Vuillemin estabeleceu o gênero 

Cryptococcus, caracterizando-o como um grupo de leveduras encapsuladas, não 

fermentativas e incapazes de formar ascósporos, características que o distinguem do 

gênero Saccharomyces, no qual havia sido previamente classificado de forma 

equivocada (Diniz-Lima et al., 2022). Além dessas propriedades, outras características 

fenotípicas relevantes incluem a capacidade de melanogênese, bem como a produção 

de enzimas extracelulares, como fosfolipase B e urease, e a habilidade de crescer em 

temperaturas compatíveis com a temperatura corporal de mamíferos. Esses atributos 

contribuem para a classificação e para a patogenicidade das espécies pertencentes 

ao gênero Cryptococcus (Do Carmo et al., 2022). 

Atualmente, o gênero Cryptococcus compreende mais de 70 espécies 

descritas; entretanto, apenas um número restrito apresenta relevância clínica para 

seres humanos (Montoya et al., 2021). No contexto da patogenicidade, a comunidade 

científica reconhece sete espécies pertencentes ao complexo Cryptococcus 

neoformans/Cryptococcus gattii (Quadro 1). Essas espécies estão associadas a quatro 

sorotipos principais (A, B, C e D) e têm passado por revisões taxonômicas ao longo 

dos anos. Como exemplo, Cryptococcus deneoformans era anteriormente considerado 

um híbrido de Cryptococcus neoformans sensu stricto. Além disso, uma nova espécie 

foi recentemente proposta dentro do complexo Cryptococcus gattii, embora, até o 

momento, não haja relatos de casos clínicos associados a esse táxon (Francisco et 

al., 2021; Zhao et al., 2023; Coelho et al., 2025). 
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Quadro 1. Classificação das espécies do complexo Cryptococcus 

neoformans/Cryptococcus gattii. 

Complexo 
Espécie 

Formal 

Sorotip

o 

Genótipo 

(VG) 

Nome Proposto 

(histórico) 
AFLP 

Complexo 

Neoformans 

Cryptococcus 

neoformans 
A 

VNI, VNII, 

VNBI, 

VNBII 

C. neoformans 

sensu stricto 

AFLP1, 

AFLP1A, 

AFLP1B 

Cryptococcus 

deneoformans 
D VNIV 

C. neoformans 

var. 

deneoformans 

AFLP2 

Complexo 

Gattii 

Cryptococcus 

gattii 
B VGI 

C. gattii sensu 

stricto 
AFLP4 

Cryptococcus 

deuterogattii 
B VGII C. gattii VGII AFLP6 

Cryptococcus 

bacillisporus 
B VGIII C. gattii VGIIIa AFLP5 

Cryptococcus 

decagattii 
C VGVI 

C. gattii 

VGIIIb/VGVI 
AFLP10 

Cryptococcus 

tetragattii 
C VGIV C. gattii VGIV AFLP7 

Cryptococcus 

hyracis sp. 

nov. 

- VGV 
C. hyracis (nome 

proposto) 
AFLP13 

Fonte: adaptado do artigo de Coelho et al., 2025. 

2.1.2 Aspectos ecológicos e epidemiológicos  

 

Os fungos do gênero Cryptococcus são tidos como cosmopolitas, estando 

distribuídos em todos os continentes, com exceção da Antártida (Coelho et al., 2025). 

De modo geral, a principal função ecológica das espécies do gênero é a capacidade 

de degradar matéria orgânica, ou seja, são espécies saprófitas. Tal atribuição no meio 

ambiente induz o crescimento dessas espécies em madeiras envelhecidas e em 

excretas de aves, por exemplo (Serna-Espinosa et al., 2021).  
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Embora sua distribuição seja global, o gênero apresenta padrões distintos de 

disposição, revelando sua grande plasticidade ecológica e sua capacidade de 

adaptação a diferentes condições ambientais (Hitchcock & Xu, 2022). Na literatura 

científica, C. neoformans está mais amplamente distribuída, sendo comum em centros 

urbanos e associado às excretas de pombos, estes sendo considerados vetores de 

dispersão. Enquanto, C. gattii tem sido relacionado com regiões tropicais/subtropicais 

e em associação com espécies arbóreas, especialmente eucaliptos (De Bastos et al., 

2022).  

A sobrevivência prolongada do gênero no ambiente se dá pelas adaptações 

estruturais e fisiológicas. A exemplo da espessa cápsula polissacarídica, da produção 

de melanina e da capacidade de formação de biofilmes, são fatores que garantem 

proteção contra estresses abióticos e também desempenham um papel importante na 

virulência e na persistência em superfícies inertes, como dispositivos hospitalares 

(Momin & Webb, 2021; Black et al., 2024).  

Por ser adquirida através de fontes ambientais, a epidemiologia da doença está 

diretamente ligada aos aspectos ecológicos. Logo, a distribuição geográfica da doença 

se correlaciona com a presença do patógeno no ambiente (Edwards et al., 2021). 

Outra contextualização epidemiológica pertinente da criptococose é o perfil das 

pessoas infectadas, já que a doença tem maior acometimento em 

imunocomprometidos, em especial aqueles que vivem com HIV/Aids (Rajasingham et 

al., 2022). 

Segundo Rajasingham et al. (2017), há uma estimativa de cerca de 223.100 

casos de pessoas sofrendo com meningite criptocócica, uma das principais 

manifestações clínicas da doença, sendo mais de 181.100 mortes anuais atribuídas 

aos quadros. Em países subdesenvolvidos a situação se agrava devido aos casos 

subnotificados, como é o caso do Brasil e Colômbia, se destacando com maiores 

números em incidências na América Latina (Dos Reis et al., 2022).  

No Brasil, a criptococose foi considerada endêmica no Amazonas através de 

um estudo científico, tendo uma prevalência de casos em pacientes vivendo com 

HIV/Aids causados pela espécie Cryptococcus neoformans (Alves et al., 2022). Entre 

2000 e 2012 cerca de 45-60% das pessoas infectadas com criptococose faleceram 

tendo a meningite como complicação fúngica (Alves Soares et al., 2019).  

Estudos realizados no Hospital São José de Doenças Infecciosas em 

Fortaleza/CE demonstraram que, entre 2021 e 2023, a criptococose representou uma 



21 

parcela significativa dos casos de micoses invasivas diagnosticadas, especialmente 

em pacientes imunocomprometidos com coinfecção por HIV. Ademais, a 

meningoencefalite criptocócica foi a forma clínica mais comum entre os casos 

confirmados, com mortalidade observada em aproximadamente 23% dos pacientes 

acompanhados (Júnior et al., 2024). 

Até o presente momento a criptococose ainda não é de notificação obrigatória, 

embora em 2022 a OMS tenha classificado a espécie C. neoformans como “prioridade 

crítica” devido sua alta mortalidade e complicações no diagnóstico/tratamento, 

enquanto C. gattii foi categorizada como “prioridade média” (Alves Soares et al., 2019; 

WHO, 2022).  

2.1.3 Fatores de virulência 

 

No gênero Cryptococcus existem, assim como em outros microrganismos 

patógenos, fatores de virulência que permitem a invasão ao sistema imunológico do 

hospedeiro, dificultando a resposta imune e intensificando a doença. Esses 

mecanismos se tornam cruciais para a sobrevivência do fungo no ambiente, adaptação 

dentro do vetor e para sua disseminação (Al-huthaifi et al., 2024). Assim como em 

outros oportunistas, os fatores de virulência do gênero são multifatoriais, resultado de 

interações organizadas entre diversas fontes que atuam desde a colonização inicial 

até a persistência nos sistemas do hospedeiro (Baker & Casadevall, 2023).  

A cápsula polissacarídica é tida, por alguns trabalhos científicos, como o central e 

mais comum fator de virulência dentre os diversos descritos (Jang et al., 2022). 

Composta por glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM), principais 

componentes, atua como uma barreira física contra fagocitose, além de interferir na 

modulação da resposta inflamatória e proteger contra o estresse oxidativo (LaRocque-

de-Freitas et al., 2024). Ademais, o componente GXM contribui para a arquitetura e 

estabilidade do biofilme, um outro importante fator de virulência, favorecendo a 

permanência da levedura em superfícies biológicas e abióticas (Qian et al., 2024). 

Formar estruturas organizacionais complexas de comunidades microbianas em 

uma matriz extracelular polimérica, ou seja, produzir biofilme, também é um dos 

recursos da levedura causadora da criptococose (Mannan et al., 2024). O biofilme 

criptocócico é composto não apenas de células organizadas, mas também de uma 

matriz rica em GXM, proteínas e DNA extracelular, conferindo integridade estrutural e 
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proteção para as células envolvidas (Brandt, Singha & Ene, 2024). Dessa forma, é 

garantida a adesão e colonização de superfícies, inclusive de materiais médicos, além 

de ter caráter de resistência contra os tratamentos e de tolerância contra o sistema 

imune (Melhem et al., 2024).  

A formação de biofilme pelo complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus 

gattii se dá por meio de um processo gradual que inclui a conexão inicial das células, 

seu agrupamento e a posterior maturação da matriz extracelular (Wang et al., 2024). 

Assim, o processo de formação inicia-se pela aderência às superfícies bióticas e 

abióticas, mediada por adesinas e por características físico-químicas da cápsula 

polissacarídica. Sob condições de estresse, como a limitação de nitrogênio, ocorre a 

diferenciação em células gigantes, chamadas também de células titãs, as quais 

apresentam elevada capacidade de adesão e contribuem para o estabelecimento 

inicial do biofilme (Trevijano-Contador et al., 2018; García-Barbazán et al., 2024). 

A maturação do biofilme é, por meio da matriz extracelular polimérica abundante, 

o principal mecanismo de proteção da comunidade fúngica nesse contexto. Em 

Cryptococcus, essa matriz é composta majoritariamente por GXM, como foi citado, 

além de α-1,3-glucano, proteínas e DNA extracelular (eDNA). O eDNA, liberado 

através de lise celular parcial, interage fisicamente com a GXM e contribui para a 

estabilidade estrutural do biofilme, sendo que sua degradação enzimática provoca 

desorganização significativa da matriz. Essa estrutura atua como barreira à difusão, 

reduzindo a penetração de antifúngicos, como a anfotericina B, e a ação de células do 

sistema imune (Zaragoza, 2019; Kim, Zarnowski & Andes, 2025; Pruitt et al., 2025).  

Deste modo, as leveduras passam a apresentar características diferentes das 

células planctônicas, como maior produção de componentes capsulares e ativação de 

mecanismos de proteção. Essa complexidade estrutural também facilita a 

comunicação entre células por meio de sinais químicos, regulando processos como 

dispersão celular e adaptação metabólica (Santi et al., 2024; Woods et al., 2025). 

 De outra forma, o SNC induz no gênero Cryptococcus a capacidade de produzir 

melanina devido aos compostos fenólicos presentes no liquor cefalorraquidiano, sendo 

esse outro mecanismo virulento. Inicialmente, a melanização parece ter evoluído como 

um mecanismo de proteção ambiental contra a radiação UV, temperaturas extremas 

e predadores microbianos, apenas posteriormente foi considerada uma estratégia de 

sobrevivência no hospedeiro (Mattoon, Cordero & Casadevall, 2023). Essa capacidade 

se dá pela ação da enzima lacase a partir de precursores fenólicos, atuando como um 
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escudo antioxidante e aumentando a resistência aos ataques imunológicos (Pasrija & 

Kumari, 2025). Casos de meningite criptocócica e ocorrências mais graves da doença, 

estão associados a esse fator de virulência (Zaragoza et al., 2019).  

O gênero conta também com a aptidão para suportar temperaturas elevadas, 

conhecida como termotolerância, que possibilita que o microrganismo se estabeleça e 

colonize o corpo de animais de sangue quente, sendo mais um indicativo de 

resistência (Andrade-Silva et al., 2023). A produção de enzimas, como Urease e 

Fosfolipase B, facilitam a invasão tecidual e disseminação no sistema imune, sendo 

consideradas como estratégias bioquímicas dentro do arsenal de recursos do gênero 

Cryptococcus (Jabbar & Abbas, 2024). 

Diante da relevância desses fatores de virulência, especialmente da cápsula 

polissacarídica e da formação de biofilmes ricos em GXM, que contribuem para a 

proteção do microrganismo e para a redução da eficácia de antifúngicos 

convencionais, torna-se pertinente investigar abordagens capazes de interferir nesses 

mecanismos de virulência. Nesse contexto, a avaliação das micropartículas de 

quitosana com óleo essencial de cúrcuma serve como uma estratégia promissora para 

explorar novas possibilidades de controle antifúngico frente às espécies do complexo 

Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. 

2.1.4 Patogenia da criptococose   

 

Um conjunto de eventos está associado à patogenia do gênero Cryptococcus, 

permitindo que o fungo se estabeleça em seu hospedeiro, desvie das respostas do 

sistema imune e manifeste diferentes quadros clínicos (Yang et al., 2022). Mesmo 

sendo um patógeno oportunista e causando, predominantemente, mais infecções em 

pessoas imunocomprometidas, existem também casos descritos em pessoas 

imunocompetentes (Cao, 2025).  

Conforme ilustrado na Figura 1, o processo se inicia a partir da inalação de 

células leveduriformes desidratadas presentes no ambiente, sendo a via principal de 

entrada do fungo no hospedeiro. Esses propágulos fúngicos atingem os alvéolos 

pulmonares, originando assim, os primeiros focos da infecção (Howard-Jones et al., 

2022). Em grande parte dos casos, apenas a resposta imunológica já é suficiente para 

combater a infecção, resultando em quadros assintomáticos. Contudo, uma condição 
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latente pode surgir após a prevalência fúngica, com manifestações clínicas mais 

graves a depender do estado imunológico do indivíduo (Kenosi et al., 2022).   

 

Figura 1. Esquema de contágio pelo gênero Cryptococcus spp. 

 

Fonte: autora, adaptado de Lin & Heitman, 2006. Imagem adaptada a partir de um fluxograma. 

Legenda: Na Figura 1, está ilustrado o ciclo de infecção da criptococose, cuja principal via de entrada 

ocorre pela inalação de propágulos fúngicos presentes em fontes ambientais. Uma vez estabelecida a 

infecção pulmonar, o processo pode seguir diferentes desfechos: em alguns casos, há a disseminação 

hematogênica, que permite ao fungo alcançar o sistema nervoso central e provocar meningite 

criptocócica; em outros, a resposta imune do hospedeiro é suficiente para controlar o agente, resultando 

na resolução do quadro ou na manutenção de uma condição latente. 

 

A partir do foco pulmonar, a infecção começa a se disseminar através da 

corrente sanguínea, chegando a outros órgãos e tecidos. A disseminação 

hematogênica está associada ao fato de a levedura sobreviver no interior de fagócitos, 

facilitando assim o transporte. Embora diversos órgãos possam ser comprometidos 

pela doença, há a compreensão do tropismo pelo SNC sendo a meningite criptocócica 

sua manifestação mais grave (Bednarek & Brown, 2024; Zhou et al., 2024). 

Para além da proximidade com a região primariamente afetada, o líquido 

cefalorraquidiano, que fornece proteção imunológica e equilibra a pressão 

intracraniana, apresenta uma abundância de recursos para o fungo. Portanto, ao 

adentrar no SNC, a levedura encontra um ambiente propício para se multiplicar, 
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resultando na inflamação meníngea, aumento da pressão intracraniana e lesões 

neurológicas graves. Em pacientes imunodeficientes esse estágio da doença está 

relacionado com alta morbidade e mortalidade (Hu et al., 2022; Perfect & Kronstad, 

2025).  

2.1.5 Manifestações clínicas  

 

Ao se tratar das manifestações clínicas da criptococose, a infecção pulmonar é 

a mais comum, uma vez que constitui como a porta de entrada. Caso não seja a forma 

assintomática, a doença pode se manifestar através de uma síndrome pseudogripal, 

com o quadro clínico inicial se caracterizando por febre, tosse seca, dor torácica e mal-

estar no geral (Perfect & Bicanic, 2023). Em determinados casos, há o 

desenvolvimento de pneumonia subaguda ou crônica, podendo ser confundida com 

neoplasias e até mesmo tuberculose, por conta dos achados radiológicos (Cardoso & 

Carroll, 2024).  

Em decorrência da disseminação hematogênica e do tropismo pelo SNC, a 

neurocriptococose é a forma clínica mais grave e mais predominante em pessoas que 

vivem com HIV. Dentre os sintomas da meningite criptocócica estão incluídos febre 

persistente, náuseas, vômitos, cefaleia intensa, alterações visuais e rigidez na nuca. 

Em imunossuprimidos, a doença tem rápida evolução e está associada a altas taxas 

de mortalidade (Wang et al., 2022; Zhao et al., 2023).  

Outras formas, como a criptococose disseminada, também podem ocorrer, 

envolvendo pele, ossos e órgãos viscerais. Lesões cutâneas, com aspecto nodular, 

papuloso ou ulcerado, podem, erroneamente, serem confundidas com dermatites ou 

neoplasias cutâneas (Zhang et al., 2023). Tanto o acometimento ósseo quanto o 

acometimento renal são considerados não tão comuns, estando associados com 

quadros mais avançados da forma sistêmica (Stefani, Gomes & Moya, 2023). 

Dentre os fatores de risco para a progressão da criptococose, ressaltam-se a 

imunossupressão grave, a infecção por HIV em estágios avançados, o uso de 

corticoides e imunossupressores por longo período, assim como ter se submetido a 

recentes transplantes (Zhang et al., 2023). No entanto, nos últimos anos há um 

aumento de registros científicos relatando casos em indivíduos imunocompetentes, 

reforçando a plasticidade ecológica e adaptativa do fungo (Mani et al., 2023). 
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2.1.6 Diagnóstico da criptococose 

  

Para pessoas vivendo com HIV/Aids, transplantados e com outros tipos de 

imunocomprometimentos é de suma importância uma rápida detecção da criptococose 

a fim de reduzir morbidade e mortalidade. Algumas diretrizes globais recentes 

recomendam a combinação clínica, teste de antígeno criptocócico (CrAg), cultura e 

métodos moleculares a depender dos recursos disponíveis (Chang et al., 2024). O 

padrão ouro no Brasil costuma ser a associação do exame direto com a cultura 

(BRASIL, 2021). 

No exame direto, utilizando a Tinta Nanquim como contracorante no líquor 

cefalorraquidiano, é possível visualizar a presença da cápsula polissacarídica 

característica do gênero Cryptococcus (Figura 2). Entretanto, essa técnica não deve 

ser utilizada sozinha devido a sensibilidade da amostra e a possibilidade de baixas 

cargas fúngicas. Se faz necessária a cultura fúngica para a real confirmação, bem 

como outros testes podem ser complementares (Damasceno et al., 2022). 

 

         Figura 2. Aspectos morfológicos do gênero Cryptococcus spp. 

 

Fonte da figura: Ngan, Flower & Day, 2022. Legenda: imagem microscópica de leveduras do gênero 

Cryptococcus spp. contra coradas com Tinta Nanquim, evidenciando a cápsula polissacarídica 

característica do gênero. 

 

O cultivo pode ser realizado em Ágar Sabouraud ou Ágar batata, ademais a 

utilização de um meio diferencial, no caso o Ágar Níger, evidencia a melanização por 

meio dos compostos fenólicos, o que auxilia na identificação fenotípica no isolamento 

primário do gênero (Figura 3). Métodos moleculares, como PCR e sequenciamento de 

DNA, garantem uma detecção direta em amostras clínicas, além da diferenciação 
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entre as espécies do complexo (Skipper, Abassi & Boulware, 2019; Lopez Mora et al., 

2022). 

 

Figura 3. Cultivo melanizado de Cryptococcus spp. em Ágar Niger. 

 

Fonte da figura: acervo pessoal. Legenda: cultura melanizada de Cryptococcus spp. semeada em 

meio Ágar Níger. 

Novas diretrizes e revisões recentes priorizam o CrAg LFA (Ensaio de Fluxo 

Lateral) como teste inicial pela sua alta precisão e resultado rápido. Essa ferramenta 

é nova e considerada de baixo custo (De Mello Vianna & Mosegui, 2022). A utilização 

de exames de imagens, como tomografia computadorizada e ressonância magnética, 

pode ser útil para avaliar comprometimento na região do SNC, podendo aliar-se com 

o contexto clínico-laboratorial (Anjum et al., 2023). 

2.1.7 Tratamento farmacológico 

 

Baseado em eficácia comprovada, o tratamento contra a criptococose inclui três 

fármacos considerados de primeira linha: anfotericina B, fluconazol e flucitosina (Ngan, 

Flower & Day, 2022). São agentes farmacológicos que podem ser empregados nas 

diferentes fases do tratamento, sendo elas: indução, consolidação e manutenção 

(Chang et al., 2024). Além disso, a terapia possui recomendações a depender do 

quadro clínico e da condição do sistema imune da pessoa enferma (Wang et al., 2023).  

A anfotericina B é tida como o pilar da terapia, sendo amplamente utilizada na 

formulação desoxicolato, contudo apresenta alta toxicidade nefrológica. Formulações 

lipossomais têm sido prepostas por revelarem um perfil mais seguro para uso, porém 



28 

o custo de produção é alto (Ndyetukira et al., 2024). O fluconazol, de maneira geral, é 

considerado de baixa toxicidade e amplamente disponível, entretanto seu uso 

prolongado pode causar o favorecimento de resistência fúngica e apresenta falhas 

terapêuticas (Sousa et al., 2023). 

Por sua vez, a flucitosina tem sido usada de maneira sinérgica junto a 

anfotericina B, além de contribuir com uma alta taxa de redução do fungo no líquor 

(Hurt et al., 2021). Apesar desses atributos, seu uso isolado é restrito devido à 

disponibilidade limitada em muitos países e seus efeitos adversos, como por exemplo 

hepatotoxicidade e mielotoxicidade (Sigera & Denning, 2023). A otimização desses 

antifúngicos visa diminuir a carga fúngica inicial, prevenir recaídas e garantir o controle 

da infecção a longo prazo (Casadevall & Shoham, 2025). 

Pessoas vivendo com HIV/Aids, normalmente, são mais afetadas com o 

tratamento e exigem maior tempo de manutenção, sendo utilizado o fluconazol para 

essa finalidade (Qureshi et al., 2024). Já os transplantados correm maior risco de 

recidivas por conta do uso contínuo de imunossupressores, necessitando verificação 

das interações medicamentosas (Gras et al., 2021). Em pessoas imunocompetentes, 

embora sejam menos afetadas, a criptococose pode evoluir para a gravidade, exigindo 

protocolos de terapia semelhantes aos imunossuprimidos (Stack et al., 2023). 

2.2 COMPOSTOS TESTE 

2.2.1 Quitosana 

 

Diante de um cenário que envolve o aumento da resistência fúngica aos 

antifúngicos clássicos utilizados no tratamento padrão, bem como os inúmeros efeitos 

colaterais que o uso desses fármacos ocasiona, se faz necessária a busca por novos 

compostos que apresentem atividade antifúngica (Yang et al., 2021; Fisher et al., 

2022). Produto da desacetilação da quitina, presente em exoesqueletos de crustáceos 

e insetos, a quitosana é um biopolímero natural e abundante (Iber et al., 2022). 

Composta por unidades de glucosamina e N-acetilglucosamina, sua estrutura 

lhe confere características únicas como solubilidade variável e alta reatividade química 

(Lingait et al., 2024). Tais características tornam a quitosana um material versátil e 

amplamente estudado em diferentes áreas, incluindo o campo da biomedicina. 

Vantagens, como biocompatibilidade, biodegradabilidade e baixa toxicidade, permitem 
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a utilização segura deste composto em sistemas de formulações antimicrobianas, por 

exemplo (Chicea & Nicolae-Maranciuc, 2024). 

No contexto das doenças infecciosas, a quitosana já possui atividade 

antimicrobiana reconhecida, atuando contra bactérias e também contra fungos (Yan et 

al., 2021). A atividade antifúngica se dá pela interação eletrostática entre os grupos 

amino protonados do polímero e os componentes aniônicos da membrana fúngica (Ke 

et al., 2021). Essa interatividade causa desestabilização na estrutura, modificando a 

permeabilidade celular e extravasando os materiais intracelulares, resultando na morte 

celular (Wrońska et al., 2024). 

Quando assimilada a hidrogéis, micropartículas ou até mesmo nanopartículas, 

a quitosana pode potencializar o efeito de fármacos, permitindo um maior contato com 

o microrganismo alvo (Poznanski, Hameed & Orcizik, 2023;  Zacaron et al., 2023). 

Nesse contexto, o uso da quitosana na forma de micropartículas ou nanopartículas 

ganhou relevância uma vez que sistemas encapsulados apresentam vantagens 

significativas quando comparados à quitosana em sua forma livre (Gonciarz et al., 

2025). 

Um outro fator que influencia diretamente a atividade antifúngica e também o 

desempenho de micro e nanaoencapsulados é o peso molecular da quitosana. 

Segmentos de menor peso molecular tendem a apresentar maior solubilidade e 

mobilidade, o que favorece a interação com a superfície celular fúngica e contribui para 

alterações de permeabilidade e inibição do crescimento microbiano. De outra forma, a 

quitosana de alto peso molecular confere maior estabilidade estrutural às partículas, 

influenciando a eficiência de encapsulamento e o perfil de liberação de compostos 

bioativos (Ing et al., 2012; El-Araby et al., 2024). 

Dentre as vantagens da microencapsulação cita-se a maior estabilidade do 

polímero, o aumento da área de contato com as células fúngicas e liberação controlado 

de compostos bioativos como os óleos essenciais e até mesmo antifúngicos clássicos 

(Mondéjar-López et al., 2022; Abdelwahed, Pinijsuwan & Tongdeesoontorn, 2025). 

Trabalhos recentes mostram que micropartículas de quitosana carregadas com 

substâncias naturais ou fármacos apresentam atividade antifúngica superior, além de 

potencializar efeitos sinérgicos quando associadas a antifúngicos clássicos, reduzindo 

concentrações e, consequentemente, possíveis efeitos tóxicos (Kolge et al., 2023; 

Shakib et al., 2025). 
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Ademais, alguns estudos recentes demonstraram que a combinação entre a 

quitosana e antifúngicos clássicos, como a anfotericina B e o fluconazol, possuem 

efeito sinérgico (Costa et al., 2025). Essa interação sinérgica pode significar um 

aumento da atividade antifúngica, assim como a redução dos efeitos adversos 

causados pela terapia usual, como citados anteriormente.  

2.2.2 Óleo essencial de cúrcuma 

 

Amplamente cultivado em regiões tropicais, o açafrão-da-terra, também 

chamado de cúrcuma, pertence à família Zingiberaceae e tem como nome científico 

Curcuma longa L (Setzer et al., 2021). O óleo essencial é extraído, principalmente, dos 

rizomas através da hidrodestilação, apresentando uma composição variável de acordo 

com a origem e método da extração. Seus principais compostos responsáveis por 

grande parte de suas atividades biológicas são: ar-turmerona, α-turmerona, β-

turmerona e zingibereno (Orellana-Paucar, 2024).  

Sendo considerada tradição, a cúrcuma tem sido utilizada na medicina popular 

asiática no tratamento de processos inflamatórios, distúrbios digestivos e doenças 

infecciosas (Fuloria et al., 2022). Para além do seu uso cosmético e culinário, alguns 

estudos farmacológicos modernos constatam que o óleo essencial possui algumas 

propriedades. Dentre elas, inclui-se atividades antioxidante, anti-inflamatória, 

imunomoduladora e antimicrobiana, com destaque para o efeito antifúngico (Jantan et 

al., 2021; Mermazia et al., 2021). 

A ação antifúngica do óleo essencial de cúrcuma está associada com a 

desestabilização da membrana celular fúngica, alterações na permeabilidade e 

inibição de processos metabólicos (Achimón et al., 2021). Resultados in vitro sugerem 

uma atividade significativa frente a espécies como Candida spp., Aspergillus spp. e 

Trichophyton spp., além dos possíveis efeitos sinérgicos com tratamentos 

convencionais (Pino et al., 2018; Sharma et al., 2022; Rahman et al., 2025). 

Portanto, essa versatilidade tem estimulado seu uso em diferentes vias 

biotecnológicas, pretendendo otimizar sua eficácia terapêutica. Por meio de sistemas 

de liberação controlada, é possibilitado um aumento da estabilidade química, proteção 

de compostos voláteis e potencialização da ação antifúngica, inclusive sobre biofilmes 

(Valizadeh et al., 2021; Sindhu et al., 2023). Diante desse contexto, a associação do 

óleo essencial de cúrcuma com biomateriais, como a quitosana, representa uma 
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abordagem promissora para o controle do complexo de espécies Cryptococcus 

neoformans/Cryptococcus gattii. 
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3 HIPÓTESES 

 

● As micropartículas de quitosana e o óleo essencial de cúrcuma, isoladamente 

e combinados, são capazes de inibir o crescimento planctônico das espécies 

do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. 

● As micropartículas de quitosana e o óleo essencial de cúrcuma, isoladamente 

e combinados, possuem capacidade de inibir o biofilme formado das espécies 

do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. 

● As micropartículas de quitosana combinadas ao óleo essencial de cúrcuma 

possuem potencial de interação sinérgica, juntos aos antifúngicos clássicos 

anfotericina B e fluconazol, inibindo o crescimento planctônico das espécies do 

complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. 

● As micropartículas de quitosana contendo óleo essencial de cúrcuma 

apresentam baixa citotoxicidade in vitro, demonstrando potencial para uso 

seguro em aplicações antifúngicas. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

 

Avaliar a sensibilidade planctônica, a sensibilidade do biofilme maduro, a 

existência de interação com antifúngicos clássicos, anfotericina B e fluconazol, e o 

perfil de citotoxicidade das micropartículas de quitosana combinadas ao óleo 

essencial de cúrcuma frente às espécies do complexo Cryptococcus 

neoformans/Cryptococcus gattii. 

4.2 Objetivos específicos 

 

● Analisar o efeito das micropartículas de quitosana e do óleo essencial de 

cúrcuma, isoladamente e combinados, em células planctônicas das espécies 

do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. 

● Investigar a ação das micropartículas de quitosana e do óleo essencial de 

cúrcuma, de forma isolada e combinados, em biofilmes formados das espécies 

do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. 

● Avaliar a possível sinergia das micropartículas de quitosana encapsuladas ao 

óleo essencial de cúrcuma com os antifúngicos clássicos, anfotericina B e 

fluconazol, nas células planctônicas das espécies do complexo Cryptococcus 

neoformans/Cryptococcus gattii. 

● Determinar o perfil de citotoxicidade das micropartículas de quitosana contendo 

óleo essencial de cúrcuma in vitro. 
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5 METODOLOGIA 

5.1 Local de estudo 

 

As pesquisas relacionadas a esse trabalho foram realizadas no laboratório One 

Health Microbiology Laboratory (OneHMic Lab), do Departamento de Patologia e 

Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceará (UFC). 

5.2 Microrganismos  

 

Para os experimentos laboratoriais foram utilizadas uma cepa ATCC 90113 de 

Cryptococcus neoformans, sendo essa usada como controle experimental, e outras 11 

cepas clínicas de origem humana e animal pertencentes à micoteca do One Health 

Microbiology Laboratory (OneHMic Lab), da Faculdade de Medicina da Universidade 

Federal do Ceará (UFC). Todas as cepas foram repicadas e cultivadas em meio ágar 

batata dextrose a 35 °C por 48 horas antes de quaisquer testes realizados.   

5.3 Encapsulamento das micropartículas de quitosana 

 

Seguindo a metodologia descrita por Ilk et al. (2017), uma solução aquosa de 

quitosana foi preparada pela dissolução de quitosana (1%, p/v) em água destilada 

com ácido acético 0,5% (v/v). Em seguida, Tween-80 (1%, p/v) foi dissolvido na 

solução de quitosana. A lecitina (7,5%, p/v) foi dissolvida na solução de DMSO (10%, 

v/v). O óleo essencial de cúrcuma em diferentes concentrações foi adicionado à 

solução de lecitina/DMSO sob agitação magnética. A solução de quitosana (11,5 mL) 

e o complexo lecitina/óleo foram aquecidos a 60 °C. Em seguida, 1 mL de solução 

de lecitina/óleo essencial foi injetado gota a gota em solução aquosa de quitosana 

pré-aquecida a 60 °C sob agitação magnética. Após a agitação, o pH da suspensão 

das micropartículas foi ajustado para 4,5, obtendo-se micropartículas de quitosana 

de baixo peso molecular/óleo de cúrcuma. As micropartículas de baixo peso 

molecular vazias de lecitina/quitosana foram sintetizadas com o método descrito 

acima usando uma solução de lecitina sem óleo essencial. 
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5.4 Teste de sensibilidade planctônica 

 

O teste de sensibilidade antifúngica foi realizado utilizando a técnica de 

microdiluição em caldo, conforme padronizado no documento M27 - 4th pelo Clinical 

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017), a fim de avaliar a sensibilidade 

planctônica dos isolados. Foram utilizadas 12 cepas clínicas de Cryptococcus 

neoformans/C. Gattii, contando com a cepa de referência ATCC 90113 de 

Cryptococcus neoformans, esta última empregada como controle de qualidade. 

Inicialmente, os isolados foram cultivados em ágar batata dextrose a 35 °C por 48 

horas. Posteriormente, foi preparado o inóculo em solução salina estéril (0,9% NaCl), 

ajustando-se a turbidez à escala 0,5 de McFarland, correspondente a 

aproximadamente 1,5 × 10⁸ células/mL. Essa suspensão foi submetida a uma diluição 

de 1:50 e, em sequência, uma diluição de 1:20 em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, EUA), tamponado com 0,165 M de MOPS em pH 7,0. Em placas de 

poliestireno transparente de 96 poços com fundo em formato U, 100 μL de meio RPMI 

suplementado com os agentes antifúngicos em diluições seriadas decrescentes e 100 

μL do inóculo final. Os antifúngicos drogas clássicos utilizados no tratamento da 

criptococose, anfotericina B e fluconazol, foram testadas como controle iniciando nas 

concentrações de 16 e 64 μg/mL, respectivamente. Para as micropartículas de 

quitosana carreadas com o óleo essencial de cúrcuma, o óleo essencial isolado e as 

micropartículas de quitosana de baixo peso molecular a concentração inicial para 

diluição foi de 1024 μg/mL, sendo diluída e chegando ao mínimo de 2 μg/mL. Depois 

de incubadas a 35 °C por 72 horas, as placas foram submetidas a leitura visual a fim 

de determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) nos valores de 50% para o 

fluconazol, 100% para a anfotericina B e 50% e 100% para os três compostos teste. 

5.5 Teste de sensibilidade dos biofilmes maduros 

 

O teste de sensibilidade dos biofilmes maduros se baseou no trabalho de 

Brilhante et al., (2020). Sendo utilizadas 6 cepas ao todo, que se destacaram melhores 

formadoras de biofilme na experimentação, pertencentes ao complexo de espécies 

Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. Foram cultivadas previamente em ágar 

batata dextrose por 48 horas a 35 °C. Os inóculos foram preparados em meio RPMI-

1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), tamponado com 0,165 M de MOPS em pH 7,0, 
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sendo ajustados para a turbidez na escala 1,0 McFarland. Alíquotas de 100 μL foram 

adicionadas a placas de poliestireno 96 poços com fundo chato, para a formação do 

biofilme. Após 48 h de maturação do biofilme, foram acrescentados os compostos teste 

em concentrações que variaram de 64-256 µg/mL para MPCEO e 32-128 µg/mL para 

o CEO e as MP. As concentrações maiores foram determinadas a partir do menor valor 

de CIM da sensibilidade planctônica para cada composto. Para a anfotericina B a 

concentração variou de 4-16 µg/mL, enquanto para o fluconazol variou de 16-64 

µg/mL. Passadas 48 horas, as placas incubadas a 35 °C foram analisadas, com a 

inclusão dos biofilmes sem acréscimo de farmácos antifúngicos para servirem de 

controle de crescimento.  A biomassa total do biofilme foi quantificada pelo método de 

coloração com cristal violeta, com leituras espectrofotométricas a 540 nm. Já a 

atividade metabólica foi determinada pelo ensaio de redução do MTT (brometo de 3-

4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio), também com leituras espectrofotométricas a 

540 nm.  

5.6 Teste de interação entre fármacos clássicos e composto teste - Método 

Checkerboard 

A interação entre os antifúngicos clássicos (anfotericina B e fluconazol) e o 

composto teste principal, MPCEO, foi avaliada pelo método de microdiluição em caldo 

no formato checkerboard, utilizando placas de 96 poços. A escolhas das duas cepas 

do complexo de espécies Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii foi baseada 

na CIM obtida através da sensibilidade plantônica, de forma que os valores fossem 

conhecidos tanto para o MPCEO, quanto para os compostos isolados. Os compostos 

biotivos foram preparados em concentrações seriadas, de modo a gerar combinações 

bidimensionais (7 linhas × 10 colunas). Para o composto teste (MPCEO), a 

concentração inicial a ser seriada foi 1024 µg/mL, para a anfotericina B foi 0,0313-2 

µg/mL e o fluconazol foi 0,125-8 µg/mL, consoante com as concentrações de MPCEO. 

Após a adição do inóculo padronizado na escala 0,5 de McFarland e diluições 

subsequentes em meio RPMI-1640, as placas foram incubadas a 35 °C por 72 horas. 

Foi realizado o ensaio de redução do MTT, com leituras espectrofotométricas a 540 

nm que posteriormente foram analisadas no software Combenefit para geração de 

gráficos e análise dos dados, seguindo as instruções recomendadas por Di Veroli et 

al. (2016).  A Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada por inspeção 

visual, considerando-se tanto os fármacos isolados quanto em combinação. A partir 
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desses valores, calculou-se o Índice de Concentração Inibitória Fracionada (ICIF), 

segundo a fórmula proposta por Odds (2003). As interações foram classificadas como 

sinérgicas (ICIF ≤ 0,5), indiferentes (0,5 < ICIF ≤ 4) ou antagônicas (ICIF > 4).  

5.7 Avaliação da viabilidade celular do composto teste 

A citotoxicidade das MPCEO foi avaliada em macrófagos de murinos RAW 

264.7 por meio do ensaio de MTT, conforme metodologia descrita por Mosmann 

(1983). Inicialmente, as células foram semeadas em placas de 96 poços, na densidade 

de 3 × 10⁵ células/poço, e incubadas por 24 h a 37 °C e 5% de CO₂. Em seguida, 

foram tratadas com o composto teste nas concentrações de 6,25 a 400 μg/mL, 

dissolvido em DMSO (0,4% v/v; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), por mais 24 h. Após 

o tratamento, foi adicionado 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazólio brometo 

(MTT; 500 µg/mL; Sigma-Aldrich) a cada poço, seguido de incubação por 4 h a 37 °C. 

Posteriormente, o meio contendo MTT foi removido e os cristais de formazan formados 

foram dissolvidos com DMSO. A absorbância foi lida em 570 nm em leitor de 

microplacas (Asys UVM 340, Biochrom, EUA). Três experimentos independentes 

foram realizados em triplicata. 

5.8 Análise estatística 

 

Inicialmente as duplicatas foram transformadas em médias. As absorbâncias 

foram testadas para normalidade por intermédio do teste de Kolmogorov-Smirnov, 

para todos os tratamentos analisados. As comparações das absorbâncias médias 

foram realizadas por intermédio do teste t-Student para amostras pareadas. O nível 

de significância máximo adotado para as conclusões foi de 5%. Para a análise da 

interação farmacológica entre os compostos testados foi utilizado o software 

Combenefit, no modelo de Loewe.  
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6 RESULTADOS 

6.1 Sensibilidade planctônica 

 

Na Tabela 1 estão explanados os resultados da atividade das MPCEO, do óleo 

essencial de cúrcuma isolado, das micropartículas de quitosana vazias em células 

planctônicas do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii. Fora 

tabelada a Concentração Inibitória Mínima (CIM) referente às leituras de 50% de 

inibição e 100% de inibição para as cepas utilizadas.  

 

 Tabela 1. Atividade antifúngica planctônica, in vitro, das micropartículas com 

o óleo essencial de cúrcuma, do óleo essencial de cúrcuma, das micropartículas de 

quitosana, anfotericina B e fluconazol frente a cepas do complexo de Cryptococcus 

spp. 

CEPAS 

MPCEO CEO MP 

AMB 

(μg/mL) 

FLC 

(μg/mL) 
CIM (μg/mL) CIM (μg/mL) CIM (μg/mL) 

50% 100% 50% 100% 50% 100% 

ONEHMIC 03-1-001 32 512 32 256 32 128 4 4 

ONEHMIC 03-1-002 16 256 4 128 64 256 1 2 

ONEHMIC 03-1-004 64 512 64 1024 64 512 4 2 

ONEHMIC 03-1-003 128 >1024 32 512 128 512 2 8 

ONEHMIC 03-1-005 32 512 64 1024 32 256 2 4 

ONEHMIC 03-1-006 16 256 16 1024 32 128 2 1 

ONEHMIC 03-1-009 
256 >1024 16 1024 512 >1024 

1 8 

ONEHMIC 03-1-010 4 512 8 256 16 >1024 4 2 

ONEHMIC 03-3-011 32 512 32 1024 256 >1024 4 2 

ONEHMIC 03-1-012 64 512 8 1024 128 >1024 2 16 

ONEHMIC 03-1-007 256 1024 128 1024 256 >1024 4 8 

ONEHMIC 03-1-008 64 1024 128 512 1024 >1024 4 8 
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*CIM: Concentração inibitória mínima; CEO: óleo essencial de cúrcuma; MP: micropartículas de baixo 
peso molecular; MPCEO: micropartículas de quitosana com óleo essencial de cúrcuma; AMB: 
anfotericina B; FLC: fluconazol, OneHMic: One Health Microbiology Laboratory.. 

 

Para o óleo essencial de cúrcuma encapsulado pelas micropartículas de 

quitosana, as concentrações foram de 4-256 μg/mL para 50% de inibição e 256-1024 

μg/mL para 100% de inibição. Já para o óleo essencial de cúrcuma, as concentrações 

variaram de 4-128 μg/mL relativa à inibição de 50%, enquanto para a inibição de 100% 

as concentrações foram de 128-1024 μg/mL. Por fim, para as micropartículas de 

quitosana vazias, as concentrações foram de 16-1024 μg/mL para 50% de inibição, ao 

passo que variou de 128-512 μg/mL para 100% de inibição.  

No que diz respeito à combinação entre as micropartículas e o óleo essencial 

de cúrcuma, apenas duas das cepas utilizadas demandam concentração maior que 

1024 μg/mL para 100% de inibição. No uso isolado do óleo essencial de cúrcuma, 

todas as cepas tiveram uma CIM encontrada, diferente das micropartículas de 

quitosana vazias e das micropartículas combinadas ao óleo essencial de cúrcuma. 

Com relação às micropartículas de quitosana vazias, seis das cepas utilizadas 

requerem uma concentração maior que 1024 μg/mL para inibição de 100%.  

Para os antifúngicos clássicos, anfotericina B e fluconazol, utilizados como 

controle do experimento, as concentrações variaram de 1-4 μg/mL para 100% de 

inibição e 1-16 μg/mL para 50% de inibição, respectivamente.  

6.2 Sensibilidade de biofilmes maduros 

 

Para a realização da sensibilidade dos biofilmes maduros foram selecionadas 

apenas 6 cepas. Testou-se as MPCEO, as MP e também o CEO na forma livre. As 

concentrações testadas foram de 64-256 μg/mL para o composto principal (MPCEO) 

e de 32-128 μg/mL para as micropartículas de quitosana (MP) e para o óleo essencial 

de cúrcuma (CEO) isolados, com representações gráficas dos resultados (Figura 4).  

Na comparação entre os biofilmes maduros verificados através da leitura do ensaio 

de cristal violeta, para quantificar a biomassa, foi possível verificar que as 

micropartículas de quitosana combinadas ao óleo essencial de cúrcuma foram 

capazes de inibir em até 29, 32 e 33% nas concentrações de 64 μg/mL, 128 μg/mL e 

256 μg/mL, respectivamente. Contudo,  apenas as concentrações de 128 µg/mL (p = 

0,0052) e 256 µg/mL (p = 0,0094) apresentaram reduções estatisticamente 
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significativas. Para o uso do óleo essencial de cúrcuma observou-se a redução de até 

30% na biomassa para as concentrações de 32 µg/mL, 64 µg/mL e 128 µg/mL, não 

havendo muitas diferenças percentuais entre as concentrações testadas. No entanto, 

as concentrações de 32 µg/mL (p = 0,1389) e 128 µg/mL (p = 0,0891) não 

apresentaram diferença estatística significativa em relação ao controle, enquanto a 

concentração de 64 µg/mL foi significativamente menor estatisticamente (p = 0,0080). 

Por outro lado, as micropartículas de quitosana mostraram redução de até 23, 41 e 

45% nas concentrações de 32 µg/mL, 64 µg/mL e 128 µg/mL, respectivamente, na 

biomassa do complexo de espécies Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii.  

Na comparação entre os biofilmes maduros avaliados na leitura do ensaio de MTT, 

foi possível observar que, as micropartículas de quitosana combinadas ao óleo 

essencial de cúrcuma (MPCEO) foram capazes de reduzir 15, 28 e 42% da atividade 

metabólica para as concentrações de de 64 μg/mL, 128 μg/mL e 256 μg/mL, 

respectivamente. Dentre as concentrações testadas, 64 μg/mL (p = 0,2345) não 

apresentou diferença estatística significativa em relação ao controle. Na utilização do 

óleo essencial de cúrcuma (CEO) observou-se redução de 22, 24 e 37% na atividade 

metabólica para as concentrações de 32 µg/mL, 64 µg/mL e 128 µg/mL, 

respectivamente. Todas as concentrações de CEO testadas apresentaram 

significância estatística inferior quando comparadas ao controle (p < 0,0085). Por fim, 

as MP mostraram-se capazes de inibir 22, 24 e 28%. Dessa forma, a concentração de 

32 µg/mL apresentou discretamente uma redução na atividade metabólica do biofilme 

maduro em relação ao controle, embora sem significância estatística (p = 0,0527). Já 

as concentrações de 64 µg/mL (p = 0,0247) e 128 µg/mL (p = 0,0081) resultaram em 

valores significativamente menores que o controle, indicando redução na atividade 

metabólica do biofilme maduro do complexo de espécies Cryptococcus 

neoformans/Cryptococcus gattii. 
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Figura 4.  Atividade antifúngica contra biofilmes maduros, in vitro, das 

micropartículas com o óleo essencial de cúrcuma, do óleo essencial de cúrcuma e das 

micropartículas de quitosana frente a cepas do complexo de Cryptococcus spp. 

 

 

Fonte: autora. Atividade metabólica e biomassa de biofilmes do complexo C. neoformans/ C. gattii 

expostos a diferentes concentrações das micropartículas com o óleo essencial de cúrcuma, do óleo 

essencial de cúrcuma e das micropartículas de quitosana. A, C e E: Biomassa do biofilme maduro 

exposto aos compostos. B, D e F: Atividade metabólica do biofilme maduro exposto aos compostos. *: 

diferenças estatísticas P<0,05 em relação ao controle livre de compostos teste. 

6.3 Teste de interação entre fármacos clássicos e composto teste 
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Utilizando o software Combenefit, foram gerados dois gráficos seguindo o 

modelo Loewe. Ao observar a figura 5, no que tange à interação entre as antifúngicos 

clássicos testados, anfotericina B e fluconazol, e as MPCEO, pode-se concluir que são 

indiferentes entre elas. Ou seja, não há atividade sinérgica nem antagônica entre a 

anfotericina B e MPCEO, bem como entre Fluconazol e MPCEO. 

 

Figura 5.  Quadros de interação farmacológica entre MPCEO e antifúngicos 

clássicos.

 

Legenda: Na Figura 5A é demonstrada a interação entre anfotericina B e MPCEO nas concentrações 

0.0313-2 μg/mL e 16-1024 μg/mL, respectivamente. Na Figura 5B é demonstrada a interação entre 

fluconazol e MPCEO nas concentrações 0.125-8 μg/mL e 16-1024 μg/mL, respectivamente. Nas duas 

situações foram utilizadas duas cepas do gênero Cryptococcus spp. A coloração verde predominante 

indica indiferença, quando comparada ao espectro do lado direito dos quadros. 

 

Além do uso do Combenefit, foi empregada também a fórmula utilizada por Odds 

(2003) para encontrar o valor do Índice de Concentração Inibitória Fracionada. Foram 

testadas os medicamentos clássicos isolados, o composto principal isolado, assim 

como as combinações respectivas. A leitura da anfotericina B e MPCEO foi realizada 

para encontrar 100% de inibição no crescimento das células fúngicas. Já para a 

combinação entre fluconazol e MPCEO a leitura buscou encontrar 50% de inibição nas 

células fúngicas. 

Após a obtenção das concentrações individuais de cada composto testado, bem 

como das suas combinações, os valores foram dispostos na fórmula e os valores de 

ICIF foram determinados. O resultado (Tabela 2) ressalta que não houve interação 
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entre os compostos, não existindo antagonismo nem sinergismo, sendo apenas 

combinações indiferentes. Seriam determinadas como sinérgicas se ICIF ≤ 0,5 ou 

antagônicas se ICIF > 4, contudo são consideradas indiferentes pois 0,5 < ICIF ≤ 4. 

 

Tabela 2.  Concentrações de interação farmacológica entre MPCEO e antifúngicos 

clássicos. 

CEPAS 

TESTE ANFO B TESTE FLUCO 

MPCE

O ANFO B 

MPCEO + 

ANFO B ICIF MPCEO FLUCO 

MPCEO + 

FLUCO ICIF 

ONEHMIC 

03-1-001 

1024 

µg/mL 2 µg/mL 16-1 µg/mL 0,51 

64 

µg/mL 4 µg/mL 32-2 µg/mL 1 

ONEHMIC 

03-1-007 

1024 

µg/mL 

0,5 

µg/mL 16-0,25 µg/mL 0,51 

128 

µg/mL 

16 

µg/mL 64-2 µg/mL 0,62 

    INDIF    INDIF 

 

Legenda: a tabela exibe as concentrações inibitórias mínimas da interação farmacológica entre o 

composto principal e dos antifúngicos clássicos, anfotericina B e fluconazol. Os fármacos foram testados 

isolados e também combinados, resultando na indiferença entre si. O ICIF (Índice de Concentração 

Inibitória Fracionada) foi verificado aplicando as concentrações determinadas na fórmula proposta por 

Odds (2003). 

6.4 Avaliação da viabilidade celular do composto teste 

 

Para a avaliação da viabilidade celular, as MPCEO foram testadas em 

concentrações de 6,25-400 μg/mL. Foi observada uma redução significativa (p < 0,001) 

da viabilidade celular na maior concentração testada, 400 μg/mL, reduzindo os 

macrofágos de murino testados em 74,89% quando comparados ao controle. Enquanto 

nas outras concentrações testadas a viabilidade celular se manteve próxima de 100%, 

sem grandes diferenças significativas quando comparadas ao controle não tratado e 

também entrei si, apresentando baixa toxicidade e boa biocompatibilidade. Portanto, 

demonstrou-se através dos resultados que MPCEO reduz a viabilidade celular, 

tornando-se citotóxico, a partir de 400 μg/mL. (Figura 6). 
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Figura 6. Gráfico de viabilidade celular de MPCEO. 

 

Legenda: o gráfico mostra a viabilidade celular das concentrações testadas e comparadas ao controle 

(células sem o composto adicionado). Todas as concentrações, com exceção de 400 μg/mL, 

apresentaram viabilidade celular quando comparadas ao controle. Enquanto a maior concentração 

testada, reduziu cerca de 75% da viabilidade celular quando comparada ao controle.  
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7 DISCUSSÃO 

 

Levando em consideração os múltiplos fatores de virulência do gênero 

Cryptococcus, em especial a produção de biofilme, abordada neste trabalho, conclui-

se que o tratamento conta com desafios para o combate desse gênero (Al-Huthaifi et 

al., 2024; Casadevall et al., 2025). Mesmo com o uso do tratamento reconhecido como 

padrão ouro, adversidades como efeitos colaterais e a resistência fúngica motivam a 

comunidade científica a recorrer em busca de novos fármacos viáveis contra a 

criptococose (Iyer et al., 2021; Sousa et al., 2023; Qureshi et al., 2024).  

A partir dessas novas buscas farmacêuticas, a versatilidade da quitosana tornou-

se difundida, sendo reconhecida como um polímero biodegradável, atóxico e 

biocompatível com membranas celulares, possibilitando uma série de aplicações 

biomédicas a serem testadas contra espécies fúngicas (Yadav, Malviya & Kaushik, 

2024). Alguns estudos já revelaram os mecanismos de ação da quitosana, destacando 

as interações eletrostáticas entre os grupos amino protonados e os componentes com 

carga negativa presentes nas superfícies celulares (Martinez et al., 2010; Posnanski, 

Hameed & Orczyk, 2023). 

O peso molecular da quitosana também está correlacionado com sua capacidade 

de interação com as membranas celulares. Posnanski et al. (2023), destaca também 

que a quitosana de baixo peso molecular pode ter mais influência dentro dos 

processos celulares, uma vez que seu tamanho e baixo potencial zeta favorecem uma 

melhor inserção nas células. Uma possibilidade é que a quitosana exerça sua ação 

por meio da permeabilização da membrana plasmática, resultando no aumento da 

produção intracelular de espécies reativas de oxigênio, o que pode culminar na morte 

celular (Torrez-Rodriguez et al., 2025). 

 Inicialmente, foi avaliada a sensibilidade de células planctônicas do complexo 

Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii frente às micropartículas de quitosana 

carregadas com óleo essencial de cúrcuma. A formulação foi testada contra as células 

planctônicas, apresentando resultados satisfatórios quando comparada às 

formulações avaliadas isoladamente. Entre as 12 cepas analisadas, 10 apresentaram 

concentrações mínimas inibitórias (CIM), na leitura de 100% de inibição, variando entre 

256 e 1024 μg/mL. Por outro lado, duas cepas requereram concentrações superiores 

a 1024 μg/mL do composto para alcançar 100% de inibição do crescimento de células 

fúngicas planctônicas. 
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A exigência de concentrações superiores a 1024 μg/mL para duas das cepas 

evidencia a heterogeneidade biológica do complexo Cryptococcus 

neoformans/Cryptococcus gattii, refletindo variações intrínsecas de suscetibilidade 

antifúngica. Estudos recentes indicam que diferenças fenotípicas e mecanismos 

adaptativos, incluindo variações na cápsula polissacarídica e na organização da 

parede celular, podem modificar a interação com agentes antifúngicos e impactar os 

valores de concentração inibitória mínima. Esse comportamento reforça a importância 

de avaliar múltiplas cepas na investigação de novas formulações antifúngicas, 

considerando a diversidade biológica da levedura (Lahiri & Chandrashekar, 2022; 

Taha et al., 2024). 

Quando se trata do uso do óleo essencial de cúrcuma no complexo de espécies 

Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii, notou-se que todas as cepas utilizadas 

foram inibidas na leitura de 100%, com a maioria das cepas atingindo a maior 

concentração testada, 1024 μg/mL. Esse padrão é coeso com outros achados na 

literatura de que óleos essenciais exibem propriedades antifúngicas, porém 

frequentemente implicam altas concentrações para atingir inibição completa em 

células planctônicas, isso explica-se devido à sua baixa solubilidade em meios 

aquosos, volatilidade dos componentes e limitação na penetração celular (Hu et al., 

2017; Leiva-Mora et al., 2025). 

O efeito dose-dependente observado para o óleo essencial de cúrcuma contra o 

complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii está de acordo com a 

literatura. Yanti et al. (2021) demonstraram que, no gênero Aspergillus, baixas 

concentrações apenas retardaram o crescimento fúngico, enquanto doses mais altas 

promoveram inibição significativa. Esse resultado indica que a atividade antifúngica do 

óleo é progressiva e requer concentrações elevadas para ação eficiente, o que justifica 

os achados do presente estudo e reforça a relevância de estratégias que potencializem 

sua eficácia. 

Os resultados das MP isoladas demonstraram que houve inibição de 100% na 

leitura visual de metade das cepas testadas, com concentrações variando de 128-512 

μg/mL, enquanto a outra metade não atingiu inibição com a maior concentração 

testada, abrangendo concentrações maiores que 1024 μg/mL. No trabalho de Garcia 

et al. (2021) as micropartículas de quitosana de baixo peso molecular são utilizadas 

contra a espécie Candida albicans, que apesar de se tratar de outro microrganismo, 

também é uma levedura. Dentre as cepas testadas no trabalho citado, a maioria obteve 
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inibição na concentração de 512 μg/mL e nenhuma ultrapassou essa concentração, 

levantando um contraste entre os gêneros. Essa diferença de concentrações poderia 

ser justificada pela presença da cápsula polissacarídica no Cryptococcus spp, 

tornando o gênero menos suscetível às formulações testadas.  

Em relação aos biofilmes maduros, a combinação de micropartículas de quitosana 

com óleo essencial de cúrcuma apresentou efeito antifúngico intermediário em relação 

aos compostos isolados. Apenas as concentrações mais altas reduziram 

significativamente a atividade metabólica e a biomassa dos biofilmes, com inibição de 

até 42% no ensaio de MTT e 33% no cristal violeta. O óleo essencial isolado também 

demonstrou ação contra biofilmes maduros, reduzindo significativamente a atividade 

metabólica em todas as concentrações, enquanto a diminuição da biomassa foi mais 

discreta e estatisticamente relevante apenas na maior concentração. Esses achados 

sugerem que o óleo atua prioritariamente sobre a atividade metabólica dos biofilmes, 

com impacto estrutural mais limitado nas condições testadas. 

Alguns trabalhos científicos sobre a atividade antibiofilme de óleos essenciais 

indicam que esses compostos possuem mecanismos de ação diversificados, como a 

interferência na integridade da membrana celular e na sinalização metabólica das 

células fúngicas dentro do biofilme, mas apresentam capacidade limitada de degradar 

a matriz estrutural dos biofilmes maduros, especialmente em concentrações baixas. 

Essa diferença explicaria por que ensaios de viabilidade metabólica podem revelar 

reduções significativas, enquanto ensaios de biomassa total mostram respostas 

menos relevantes (El-Tarabily et al., 2021; Touati et al., 2025). 

No que tange o uso das MP observou-se redução na atividade metabólica 

significativa a partir da concentração 64 µg/mL, representando um comportamento 

dose-dependente, que resultou em até 28% de redução para a maior concentração 

testada. De outra forma, no ensaio de cristal violeta, que quantifica a biomassa total, 

revelou-se uma redução de até 45% para a maior concentração testada. Essa notável 

diferença percentual pode sugerir que as MP, mesmo afetando o metabolismo celular 

nas concentrações a partir de 64 µg/mL testadas nesse experimento, comprometem 

mais a integridade do biofilme maduro, causando perdas relevantes nas células 

aderidas.   

Portanto, a limitação da ação do composto frente aos biofilmes pode ser atribuída 

a características estruturais do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus 

gattii que favorecem maior tolerância antifúngica. A cápsula polissacarídica rica em 



48 

GXM e a matriz extracelular do biofilme funcionam como barreiras físicas e químicas, 

reduzindo a eficácia dos agentes (Martinez & Casadevall, 2006; Al-Huthaifi et al., 

2024). Embora concentrações mais altas pudessem teoricamente aumentar a ação 

antifúngica, sua aplicação é limitada pela citotoxicidade do composto, o que impõe um 

equilíbrio entre eficácia, explicando a resposta restrita observada nos biofilmes. 

A utilização da quitosana contra biofilmes do gênero Cryptococcus já é relatada ao 

longo dos anos, como demonstrado por Martinez et al. (2010), que evidenciaram danos 

desse composto em biofilmes de Cryptococcus neoformans. Mesmo sendo um estudo 

antigo, esses achados reforçam a consistência das pesquisas com a quitosana, cuja 

versatilidade serve de motivação para investigações mais recentes em formulações 

estratégicas. Esse efeito é atribuído à natureza catiônica do polímero, que interage 

com componentes da parede celular e da matriz do biofilme, promovendo 

desorganização estrutural e comprometimento metabólico, em concordância com os 

resultados observados neste estudo (Ganan et al., 2021; Brilhante et al., 2023). 

Evidências recentes indicam que a incorporação de compostos bioativos em 

sistemas de quitosana pode resultar em valores elevados de CIM para células 

planctônicas, sem provocar perda de atividade antifúngica. Giammarino et al. (2025) 

observaram que nanopartículas de quitosana associadas a floroglucinol ou curcumina 

apresentaram CIM superiores em relação às suas formas livres, sugerindo que o 

encapsulamento modula a disponibilidade do composto e sua interação com a célula 

fúngica. Esse comportamento acompanha os achados do presente estudo, indicando 

que a formulação favorece estabilidade e liberação gradual, o que pode explicar a 

necessidade de concentrações mais altas para inibição planctônica. 

Vale ressaltar que o compilado de estudos citados acima utilizam a quitosana em 

nanopartículas, resultando em concentrações mais baixas e maiores inibições, 

enquanto o atual estudo utiliza a formulação em micropartículas. Nanopartículas 

podem ter melhor permeabilidade nas membranas celulares em comparação com 

micropartículas. Em especial no gênero Cryptococcus, nanopartículas possivelmente 

atuam melhor para atravessar a cápsula polissacarídica da levedura, isso deve ser 

considerado em futuros experimentos envolvendo partículas e o gênero aqui estudado. 

A combinação de nanopartículas de quitosana encapsulando óleo essencial de 

cúrcuma com efeito antimicrobiano foi abordada no estudo de Sindhu et al. (2023). 

Nesse estudo comprovou-se completa inibição de crescimento in vitro do fungo 

Fusarium graminearum, bem como de espécies de bactérias que afetam plantações, 
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demonstrando que as nanopartículas com o óleo essencial de cúrcuma seriam uma 

opção de conservante alimentício, afastando-se do contexto clínico. Ainda assim, a 

principal finalidade do estudo é constatar que a técnica de encapsulação é uma 

abordagem prática pois evita a degradação do óleo em ambientes adversos e aumenta 

a sua estabilidade. 

Embora a interação farmacológica não tenha sido classificada como sinérgica, a 

combinação entre as micropartículas de quitosana carregadas com óleo essencial de 

cúrcuma e os antifúngicos clássicos promoveu reduções nas concentrações 

necessárias para inibição das cepas, evidenciando um efeito farmacológico favorável 

e, sobretudo, a ausência de antagonismo entre os compostos. Esse comportamento 

pode ser atribuído à atuação simultânea dos agentes na membrana celular, 

envolvendo permeabilização, interferência na síntese de ergosterol e interações da 

quitosana com a superfície fúngica, resultando em efeito complementar capaz de 

justificar a redução observada nas concentrações (De Azevedo et al., 2024). 

Mesmo com o efeito da anfotericina B, que é capaz de causar poros nas 

membranas celulares causando o extravasamento do material intracelular, e a ação 

do fluconazol, que inibe a síntese do ergosterol alterando a permeabilidade da 

membrana celular, as micropartículas de quitosana com o óleo essencial de cúrcuma 

não foram capazes de ter resultado sinérgico com as drogas clássicas utilizadas 

(Susan et al. 2025). Lo et al. (2020) demonstrou em seu trabalho que a interação entre 

quitosana e anfotericina B foi indiferente contra as espécies de leveduras Candida 

albicans e Candida parapsilosis, justificando isso por meio de inibição competitiva na 

membrana fúngica. 

Ainda no estudo anterior citado, a ação da quitosana junto ao fluconazol foi 

sinérgica frente às mesmas espécies, indicando uma controvérsia com o presente 

estudo. Isso pode se dar pela diferença entre os microrganismos fúngicos investigados 

e pela utilização do óleo essencial de cúrcuma incorporado às micropartículas de 

quitosana. Dessa forma, cabem mais investigações sobre a composição do óleo e de 

seus componentes isoladamente a fim de entender melhor sobre as interações com 

outros compostos.  

No estudo de Rocha et al. (2021), a curcumina, principal composto bioativo da 

cúrcuma, demonstrou efeito fungicida contra Paracoccidioides spp. e interação 

sinérgica com antifúngicos clássicos, anfotericina B e itraconazol. Diferentemente 

disso, óleos essenciais são misturas complexas, nas quais os diversos componentes 
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podem interferir entre si, influenciando a disponibilidade e a ação do composto ativo. 

Assim, a maior atividade combinada observada no estudo citado com a curcumina 

isolada pode refletir uma ação mais direcionada e menos sujeita à interferência 

química dos outros componentes presentes no óleo essencial. 

Não há ainda trabalhos publicados sobre o óleo essencial de cúrcuma no gênero 

Cryptococcus, ainda sim o óleo já é objeto de estudos contra fungos há anos, mesmo 

que os mecanismos de ação sejam pouco elucidados, com destaque para sua 

dependência de concentração (Albaqami et al., 2022). De maneira geral, os óleos 

essenciais parecem afetar a integridade da membrana, reduzir os níveis de ergosterol, 

inibir a formação da parede celular e da expressão gênica (Silva-Beltran et al., 2023). 

Por outro lado, seu uso vantajoso para a ciência como um antifúngico também pode 

ser restrito, dado ao seu efeito citotóxico e sua alta volatilidade, demandando 

formulações estratégicas para sua aplicação biomédica (Bunse et al., 2022).  

Ao realizar a avaliação dos níveis de citotoxicidade do composto principal, 

MPCEO, em cultura de células, notou-se que concentrações na faixa de 

aproximadamente 6,25-200 μg/mL são seguras para os testes realizados, tendo 

poucas variações na viabilidade celular entre si. Entretanto, com a inibição de quase 

75% das células da cultura na maior concentração testada, constatou-se que apenas 

concentrações abaixo de 400 μg/mL seriam seguras para possíveis futuros testes in 

vivo. A redução da viabilidade do composto teste pode estar relacionada ao óleo 

essencial, em virtude da sua característica de toxicidade abordada no parágrafo 

anterior. 

A avaliação citotóxica revelou uma faixa de concentração que pode ser 

considerada segura para a formulação, evidenciando o comportamento dose-

dependente dos compostos bioativos. A redução da viabilidade celular em 

concentrações mais elevadas é condizente com a natureza lipofílica dos constituintes 

do óleo essencial, que podem interagir com membranas celulares e induzir alterações 

de permeabilidade. Esse efeito é descrito na literatura como um limite farmacológico 

esperado para óleos essenciais (Russo et al., 2015; Abdalla et al., 2025). 

Evidências experimentais reforçam que a atividade antifúngica de compostos 

derivados de Curcuma longa contra Cryptococcus neoformans é dependente da 

concentração. Costa et al. (2025) demonstraram que a curcumina, utilizada como pré-

tratamento associado à terapia, aumentou a sensibilidade fúngica, exercendo efeito 

protetor frente ao estresse oxidativo em baixas concentrações e, em doses mais 
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elevadas, promoveu alterações epigenéticas que comprometeram a viabilidade 

celular. Esse comportamento dose-dependente dialoga com os achados do presente 

estudo e sustenta a citotoxicidade desses compostos, reforçando a relevância do 

encapsulamento como estratégia para otimizar sua ação antifúngica.  

Outros estudos in vitro relatam que extratos de Curcuma longa e curcuminoides 

podem apresentar citotoxicidade dependente de concentração e do tipo celular, o que 

é compatível com a redução de viabilidade observada em concentrações elevadas no 

presente trabalho (Afzali et al., 2021; Kuchta-Gładysz et al., 2025) Essas literaturas 

indicam que esses compostos tendem a impactar mais intensamente células expostas 

a altas doses, enquanto concentrações menores mantêm perfil mais seguro. Nesse 

contexto, o encapsulamento em micro e nanopartículas de quitosana surge como 

estratégia relevante para modular a liberação do composto, com intuito de reduzir 

efeitos citotóxicos e ampliar a janela terapêutica. 

Os resultados dos biofilmes maduros aliados a avaliação da viabilidade celular 

realizada no composto principal reforçam a hipótese que as micropartículas de 

quitosana, quando associadas ao óleo essencial de cúrcuma, podem atenuar a 

citotoxicidade do óleo, dada a técnica do encapsulamento e possibilidade de uma 

liberação controlada. As análises confirmam um comportamento antifúngico gradativo, 

tendo reduções significativas apenas entre as concentrações mais elevadas. Dessa 

maneira, a combinação parece oferecer uma possibilidade de equilíbrio entre a 

atividade bioativa e a segurança ao expor células, cenário desejado e já relatado na 

literatura para formulações aplicadas no contexto biomédico (Zhu, Morkos & Liu, 

2026). 

Ademais, a atividade antifúngica observada nas micropartículas de quitosana 

contendo óleo essencial de cúrcuma pode estar relacionada à natureza química de 

seus constituintes bioativos. Enquanto os curcuminóides correspondem a compostos 

fenólicos com propriedades antioxidantes e antimicrobianas, o óleo essencial é 

composto predominantemente por cetonas, como as turmeronas, que apresentam 

atividade biológica associada à alteração da permeabilidade de membranas e à 

interferência em processos metabólicos microbianos (Anoosha et al., 2025; Yu et al., 

2025). 

Para além disso, a presença de grupos amina livres na quitosana pode favorecer 

interações químicas com compostos carbonílicos presentes no óleo essencial, uma 

vez que cetonas podem reagir com aminas formando iminas, estruturas 
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potencialmente tóxicas (Hussain & Berry, 2024; Çelikçi, Nuran & Ziba, 2025). No 

contexto de biofilmes fúngicos, esse processo pode ser intensificado pelo 

microambiente da matriz extracelular, frequentemente caracterizado por gradientes de 

pH levemente ácido (Massey, Zarnowski & Andes, 2023; Wu et al., 2025). Sendo 

assim, a associação entre quitosana e óleo essencial de cúrcuma pode promover não 

apenas interações físico-químicas com a superfície celular, mas também possíveis 

reações entre grupos funcionais, contribuindo para o aumento do estresse celular e 

para a redução da viabilidade fúngica observada neste estudo. 

O uso apenas de métodos colorimétricos para avaliar os biofilmes representa uma 

limitação no presente estudo, pois esses testes indicam de forma indireta a atividade 

celular e a quantidade de biomassa, sem mostrar como o biofilme está organizado ou 

quais células permanecem viáveis. Por isso, o uso de técnicas complementares, como 

diferentes tipos de microscopia, podem auxiliar na visualização mais detalhada da 

estrutura do biofilme e dos efeitos das formulações testadas, permitindo uma análise 

mais completa dos resultados. 

Entretanto, embora haja limitação no uso de compostos com óleo essencial em 

altas concentrações, sendo possível apenas concentrações mais baixas para o uso in 

vivo, há também uma outra possibilidade para esse composto. O trabalho de Silva-

Beltrán et al. (2023) apontou ainda a hipótese do uso de nanopartículas de óleos 

essenciais como potenciais desinfetantes antifúngicos ambientais, visto que há poucos 

estudos neste âmbito. Por se mostrarem de baixo custo e ambientalmente favoráveis, 

os compostos naturais serviriam como conservantes alimentares, pesticidas verdes, 

bem como agentes terapêuticos em menores dosagens.  
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

À luz das considerações discutidas, este estudo demonstrou que micropartículas 

de quitosana carregadas com óleo essencial de cúrcuma apresentam atividade 

antifúngica contra cepas do complexo Cryptococcus neoformans/Cryptococcus gattii, 

tanto em células planctônicas quanto em biofilmes maduros, evidenciando um 

potencial investigativo da formulação. Observou-se que concentrações elevadas foram 

necessárias para a inibição fúngica, sendo essa aplicação limitada pela citotoxicidade 

associada ao óleo essencial. Além disso, o desempenho do composto não evidenciou 

vantagens expressivas em relação ao uso isolado dos seus componentes, as 

micropartículas de quitosana de baixo peso molecular e o óleo essencial de cúrcuma. 

Nos testes de interação farmacológica com anfotericina B e fluconazol, a formulação 

apresentou comportamento indiferente, sem indícios de sinergia ou antagonismo. A 

viabilidade celular restrita a faixas de menor concentração reforça a necessidade de 

cautela na interpretação dos resultados, assim como pela busca de formulações ainda 

mais estáveis, bem como testar outras cepas e outras linhagens celulares. Assim, os 

achados devem ser compreendidos como evidências preliminares obtidas em modelo 

in vitro, que contribuem para a investigação de estratégias antifúngicas alternativas, 

mas que ainda demandam estudos complementares para melhor elucidação de sua 

aplicabilidade na biomedicina. 
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9 PERSPECTIVAS 

 

● Aprofundar a investigação dos mecanismos de ação do óleo essencial de 

cúrcuma em células fúngicas, visando identificar alvos celulares e vias 

envolvidas na atividade antifúngica. 

● Realizar estudos de otimização e caracterização físico-química das 

micropartículas, buscando maior estabilidade da formulação e redução da 

citotoxicidade. 

 

● Comparar o desempenho de micropartículas e nanopartículas de quitosana, a 

fim de avaliar estratégias de liberação e eficácia antifúngica. 

 

● Expandir a avaliação do composto para modelos experimentais mais 

complexos, incluindo estudos in vivo, para melhor estimativa de segurança e 

potencial terapêutico. 
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