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OLIVEIRA, N. R. Avaliação da atividade antifúngica de mirtenol sobre cepas de 
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RESUMO 

Aspergillus niger é uma espécie frequentemente isolada e caracterizada como contaminante 
ambiental e implicada em uma variedade de infecções, como exemplo a Síndrome do Edifício 
Doente. Além disso, é a terceira maior causa da aspergilose. O limitado arsenal de antifúngicos 
disponíveis, assim como a alta resistência fúngica relatada, tem impulsionado a busca por novas 
substâncias com atividade antifúngica, sendo as plantas medicinais e seus fitoconstituintes 
amplamente investigadas para essa finalidade. Em vista disso, o objetivo deste estudo foi avaliar 
a atividade antifúngica de mirtenol sobre cepas de Aspergillus niger de origem ambiental. Para 
isso, realizou-se os ensaios de determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM); 
Concentração Fungicida Mínima (CFM); ação sobre o crescimento micelial de A. niger; 
elucidação do seu mecanismo de ação e, por fim, o efeito da associação entre mirtenol e os 
antifúngicos padrões voriconazol e anfotericina B, através do método Checkerboard. O 
mirtenol apresentou forte atividade antifúngica sobre todas as cepas de A. niger testadas, com 
uma CIM definida em 64 µg/mL e CFM de 256 µg/mL, exibindo ação fungicida. A anfotericina 
B exibiu uma CIM de 4 µg/mL e CFM de 8 µg/mL. Para o voriconazol foram obtidos valores 
de CIM de 2 µg/mL e CFM de 4 µg/mL. O efeito antifúngico do sanitizante PAC 200® foi 
constatado apenas na sua maior concentração investigada (10.000 µg/mL). Mirtenol inibiu, 
significativamente (p<0,05), na CIMx2 (128 µg/mL) e CIMx4 (256 µg/mL), o crescimento 
micelial da cepa padrão (ATCC-6275) e da cepa de origem ambiental (LM-03) de A. niger, com 
resultados superiores aos obtidos para a anfotericina B, que não apresentou efeito inibitório 
significativo. O voriconazol, nas três concentrações testadas, apresentou uma inibição 
significativa (p<0,001) sobre o crescimento micelial de ambas as cepas. O mecanismo de ação 
antifúngica de mirtenol envolve, possivelmente, a desestabilização da parede celular, assim 
como, a sua ligação ao ergosterol da membrana citoplasmática fúngica. Um efeito sinérgico foi 
observado na combinação de mirtenol com o voriconazol, para ambas as cepas. No entanto, a 
associação entre mirtenol e a anfotericina B, resultou em sinergismo para a cepa ATCC-6245 e 
em aditividade para a cepa LM-03. Os achados desta pesquisa sugerem que mirtenol representa 
uma nova e promissora alternativa terapêutica no tratamento de infecções fúngicas causadas 
por A. niger. 

Palavras-chave: Monoterpeno, Fitoconstituinte, Atividade antimicrobiana, Aspergilose, 
Síndrome do Edifício Doente.  
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OLIVEIRA, N. R. Evaluation of the antifungal activity of myrtenol on Aspergillus niger 
strains. 98 p. Dissertation (Master in Natural and Synthetic Bioactive Products – Area of 
concentration: Pharmacology), Health Sciences Center, Federal University of Paraíba, João 
Pessoa, 2023. 

 

ABSTRACT 

Aspergillus niger is a frequently isolated species characterized as an environmental contaminant 
and implicated in a variety of infections, such as Sick Building Syndrome. Furthermore, it is 
the third leading cause of aspergillosis. The limited arsenal of antifungals available, as well as 
the reported high fungal resistance, has driven the search for new substances with antifungal 
activity, with medicinal plants and their phytoconstituents being widely investigated for this 
purpose. In view of this, the aim of this study was to evaluate the antifungal activity of myrtenol 
on A. niger strains of environmental origin. For this, tests were performed to determine the 
Minimum Inhibitory Concentration (MIC); Minimum Fungicide Concentration (MFC); action 
on the mycelial growth of A. niger; elucidation of its mechanism of action and, finally, the 
effect of the association between myrtenol and the standard antifungals voriconazole and 
amphotericin B, through the Checkerboard method. Myrtenol showed strong antifungal activity 
against all strains of A. niger tested, with a MIC defined at 64 µg/mL and CFM of 256 µg/mL, 
showing fungicidal action. Amphotericin B exhibited a MIC of 4 µg/mL and CFM of 8 µg/mL. 
For voriconazole, MIC values of 2 µg/mL and CFM of 4 µg/mL were obtained. The antifungal 
effect of the sanitizer PAC 200® was observed only at its highest investigated concentration 
(10,000 µg/mL). Myrtenol significantly (p<0.05) inhibited, at CIMx2 (128 µg/mL) and CIMx4 
(256 µg/mL), the mycelial growth of the standard strain (ATCC-6275) and the strain of 
environmental origin (LM-03) from A. niger, with results superior to those obtained for 
amphotericin B, which did not show a significant inhibitory effect. Voriconazole, in the three 
concentrations tested, showed a significant inhibition (p<0.001) on the mycelial growth of both 
strains. Myrtenol's antifungal mechanism of action possibly involves cell wall destabilization, 
as well as its binding to ergosterol in the fungal cytoplasmic membrane. A synergistic effect 
was observed in the combination of myrtenol with voriconazole, for both strains. However, the 
association between myrtenol and amphotericin B resulted in synergism for the ATCC-6245 
strain and in additivity for the LM-03 strain. The findings of this research suggest that myrtenol 
represents a new and promising therapeutic alternative in the treatment of fungal infections 
caused by A. niger. 

Keywords: Monoterpene, Phytoconstituent, Antimicrobial Activity, Aspergillosis, Sick 
Building Syndrome. 
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1. INTRODUÇÃO 

Fungos anemófilos, que se propagam pelo ar, quando inalados, podem desencadear 

doenças que compreendem manifestações alérgicas respiratórias (asma e rinite) e infecções 

graves em indivíduos com o sistema imunológico comprometido. Entre as espécies fúngicas 

que mais implicam nestas condições, as do gênero Aspergillus causam maior preocupação. Tais 

espécies podem ocasionar desde quadros clínicos leves, até quadros que podem ser fatais, como 

a aspergilose (SILVA et al., 2021).  

A aspergilose é uma doença caracterizada por comprometimento broncopulmonar, o 

qual pode se disseminar, comprometendo diversos órgãos. Além disso, quando na sua forma 

invasiva, é responsável por uma ampla variedade de manifestações clínicas, apresentando uma 

elevada taxa de mortalidade (SILVA et al., 2021). Através das suas principais formas crônicas, 

invasivas e alérgicas, tal doença é responsável por cerca de 600.000 mortes anuais (ZENAIDE 

NETO, 2020).  

Aspergillus niger é uma espécie do referido gênero que apresenta uma ampla 

distribuição na natureza, sendo considerada um importante contaminante ambiental e 

reconhecida como um fungo prevalente em estudos realizados em ambientes hospitalares, 

residenciais e escritórios (MOBIN; SALMITO, 2006; TEIXEIRA, 2020; STEMLER; 

TOBBEN; LASS-FLORL et al., 2023).  

É não-patogênica em condições fisiológicas normais, no entanto, em indivíduos com o 

sistema imunológico comprometido, pode agir como oportunista, levando a sérias infecções 

locais e sistêmicas. Essas infecções podem incluir otite externa e interna, bem como aspergilose 

pulmonar, que é a forma mais grave de infecção causada por espécies de Aspergillus 

(HASHIMOTO et al., 2017; FERREIRA, 2021). 

Outro fato preocupante, é a resistência de A. niger aos antifúngicos azólicos. Esta 

espécie pode ser intrinsecamente resistente, como também, desenvolver resistência ao longo do 

tempo, especialmente como consequência de terapias de longo prazo. Além disso, o uso 

generalizado de antifúngicos na agricultura pode contribuir para o surgimento de resistência 

(SHARPE; LAGROU; MEIS et al., 2018; TROVATO, SCALIA, DOMINA et al., 2018). 

Atualmente, apenas três classes de antifúngicos (azólicos, poliênicos e equinocandinas) 

estão disponíveis para o tratamento das infecções causadas por Aspergillus, sendo os azóis os 

mais amplamente utilizados. Entretanto, essas reduzidas opções de tratamento se tornam 

especialmente preocupantes nos casos de aspergilose resistente a medicamentos. Essa situação 

coloca em risco a sobrevivência do paciente, exigindo urgentemente o desenvolvimento de 
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novas estratégias terapêuticas para aprimorar a capacidade de lidar com essa infecção 

(BALTUSSEN; ZOLL; VERWEIJ et al., 2020). 

Neste contexto, as plantas medicinais têm sido amplamente estudadas com vistas à 

descoberta de novos agentes antimicrobianos. Quando investigadas as propriedades 

antifúngicas de produtos de origem vegetal, na grande maioria das pesquisas científicas, são 

utilizados os óleos essenciais, extratos e suas frações, sendo escassas as que abordam estudos 

com os seus fitoconstituintes. Estes componentes são moléculas orgânicas, com carácter 

geralmente hidrofóbico, considerados como antimicrobianos naturais. A sua ação biológica é 

exercida por meio de diversos mecanismos, a exemplos desses, as perturbações ou ruptura da 

membrana fúngica (SILVA; VIEIRA; GURGEL, 2017).  

Entre os fitoconstituintes, os da classe dos monoterpenos vêm ocupando papel de 

destaque. Esses compostos possuem estruturas terpênicas de menor massa molecular e 

volatilidade acentuada, sendo os principais constituintes de diversos óleos essenciais (FELIPE; 

BICAS, 2017). O mirtenol é um exemplo de um monoterpeno majoritário, extraído do óleo 

essencial de algumas espécies vegetais, a exemplo Myrthus comunis L. (Murta). Estudos 

demonstram que esse fitoconstituinte apresenta ampla ação neuroprotetora, neuroléptica, 

anticonvulsivante, ansiolítica (MOREIRA, 2013), anti-inflamatória e analgésica (OLIVEIRA, 

2019). Além dessas, atividade cardioprotetora (BRITTO et al., 2018) e antifúngica 

(CAVALCANTI et al., 2021). 

Portanto, considerando a elevada taxa de isolamento e propagação de A. niger em 

edificações, bem como, sua implicação no surgimento da aspergilose e, sobretudo, a 

importância clínica dessa infecção fúngica, faz-se importante avaliar a atividade antifúngica de 

mirtenol sobre cepas de A. niger de origem ambiental.  
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2. OBJETIVOS  

2.1. Objetivo geral 

Avaliar a atividade antifúngica in vitro do monoterpeno mirtenol sobre cepas de 

Aspergillus niger de origem ambiental.   

2.2. Objetivos específicos 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Fungicida 

Mínima (CFM) de mirtenol e dos antifúngicos padrões voriconazol e anfotericina B 

sobre cepas de A. niger;  

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do produto sanitizante ácido 

peracético (PAC 200®); 

 Investigar a ação de mirtenol sobre o crescimento micelial de A. niger; 

 Avaliar a ação de mirtenol sobre a parede celular fúngica; 

 Investigar o efeito de mirtenol sobre a membrana citoplasmática fúngica; 

 Investigar possíveis efeitos sinérgicos, antagônicos ou indiferentes de mirtenol isolado 

e associado aos antifúngicos padrões voriconazol e anfotericina B, pela técnica 

Checkerboard. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

3.1. Síndrome do edifício doente (SED), Aspergillus niger e aspergilose 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a poluição do ar em ambientes 

internos é responsável por aproximadamente 3,8 milhões de mortes a cada ano (TRAN; 

DUCKSHIN; LEE, 2020). Em vista disso, em 1983, a OMS introduziu o termo “Síndrome do 

Edifício Doente (SED)” para descrever situações em que os ocupantes de um edifício 

apresentam efeitos agudos na saúde e no conforto, aparentemente associados ao tempo de 

permanência nesses ambientes, embora nenhuma doença ou causa específica possa ser 

identificada. É uma condição que não está restrita a um tipo específico de construção e pode 

afetar diversos ambientes, incluindo escritórios, residências, hospitais, escolas, entre outros. 

Além disso, pode ter impactos significativos na produtividade dos indivíduos e no aumento do 

absenteísmo (AKOVA; KILIÇ; SUMER et al., 2020; FU; NORBACK; YUAN et al., 2021). 

As manifestações clínicas que podem surgir nos ocupantes dos edifícios considerados 

doentes são agrupadas em cinco categoriais: 1) manifestações nasais: congestão nasal, irritação 

nasal e rinorreia; 2) manifestações oculares: irritação ocular, sensação de ardor e olhos secos; 

3) manifestações orofaríngeas: perturbações na garganta e no sistema respiratório; 4) 

manifestações dérmicas: pele seca e irritada, coceira e erupção cutânea na pele; 5) 

manifestações gerais: cefaleias, que pode variar de moderadas a graves enxaquecas. Além 

desses, fadiga, tonturas, dificuldade de concentração e mal-estar geral (BURROUGHS; 

HANSEN, 2011). A SED pode originar doenças mais graves como hipersensibilidades ou 

cancro, sendo que 10% dos casos de cancro de pulmão são causados pela qualidade do ar dentro 

dos edifícios (SILVA, 2017).  

Na ausência de diagnóstico de patologias definidas, considera-se estar diante de um caso 

de SED quando sua prevalência é superior a 20% nos ocupantes, apresentando dois ou mais 

sintomas que persistem por, no mínimo, duas semanas (FU; NORBACK; YUAN et al., 2021). 

Em vista disso, a SED não é o diagnóstico individual, mas para a população de ocupantes em 

relação a esse mesmo edifício (SILVA, 2017).  

Os principais fatores relacionados à SED são: contaminantes químicos como compostos 

orgânicos voláteis (COV) e compostos orgânicos voláteis microbianos; aerodispersóides 

(poeira, fibras); bioaerossóis (fungos, bactérias, vírus); formaldeído; poluentes nocivos como 

monóxido de carbono; contaminantes gerados pelo metabolismo humano; ventilação 

inadequada, temperatura, umidade e ruído. Além desses, os psicossociais e as características 

pessoais: como genética, gênero, alergia, entre outros (SCHIRMER et al., 2011; FU; 
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NORBACK; YUAN et al., 2021). Dentre esses, ressalta-se a importância dos fatores biológicos 

(bioaerossóis). 

É amplamente reconhecido que a poluição biológica desempenha um papel fundamental 

na degradação da QAI, sendo os bioaerossóis identificados como um fator crucial nesse 

processo, apresentando um papel relevante na ocorrência de várias patologias infecciosas e 

alérgicas (AL HALLAK; VERDIER; BERTRON et al., 2023). 

Os bioaerossóis compreendem um conjunto de partículas de origem biológica (animal, 

vegetal ou microbiológica) que permanecem suspensas no ar e podem ser transportadas por ele. 

A via inalatória é a sua principal forma de entrada no corpo humano. Dentre os componentes 

presentes nos bioaerossóis, destacam-se: microrganismos mortos, como também vivos 

cultiváveis e não cultiváveis, patogênicos e não patogênicos. Além desses, fragmentos e 

estruturas de microrganismos (como pedaços de hifas ou esporos fúngicos), micotoxinas, 

endotoxinas, alérgenos vegetais (pólen) e animais, entre outros (BECERRA; MUNOZ, 2015; 

CORZO et al., 2022). 

Alguns fungos filamentosos, como é o caso do gênero Aspergillus e Penicillum, são 

exemplos importantes de bioaerossóis. Esses microrganismos têm a capacidade de se 

multiplicar em condições propícias de umidade, temperatura, oxigênio e pH. Durante esse 

processo de multiplicação, eles produzem metabólitos secundários conhecidos como 

micotoxinas, que podem ocasionar diversos efeitos tóxicos, prejudiciais tanto para humanos 

quanto para animais (PELUQUE, 2014; SVAJLENKA; KOZLOVSKA; POSIVAKOVA, 

2018). Frequentemente, adentram o edifício pelo sistema de aquecimento, ar-condicionado, 

ventilação, materiais de construção contaminados, como também por portas e janelas 

(ROGAWANSAMY et al., 2015). 

Estudo realizado em edifícios residenciais na cidade de Gondar, no Noroeste da Etiópia, 

revelou uma prevalência da SED de 21,7%, sendo que 64% dos casos apresentaram sintomas 

nas mucosas, 54% sintomas gerais e 10% sintomas cutâneos. A ocorrência dessa síndrome foi 

significativamente associada à infestação de fungos nesses espaços. Os ocupantes que viviam 

em edifícios onde o crescimento fúngico foi observado relataram mais sintomas quando 

comparados com os ocupantes de edifícios na ausência desses microrganismos (BELACHEW; 

ASSEFA; GUYASA et al., 2018).  

A associação entre a presença de fungos em edifícios residenciais e os sintomas da SED 

pode ser atribuída ao fato de que os fungos são contaminantes comuns em ambientes internos 

e pela sua implicação no surgimento de doenças. Eles têm a capacidade de crescer em diversos 

materiais de construção, liberando partículas biológicas no ar. A aerossolização de compostos 
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alergênicos ou micotoxinas, transportados por partículas fúngicas ou poeira, pode afetar 

diretamente a saúde dos ocupantes, tornando-se uma causa importante de morbidade e 

mortalidade. Atividades diárias como varrer, aspirar ou caminhar, são consideradas 

mecanismos passivos para a liberação de partículas fúngicas. Essas atividades podem aumentar 

as concentrações de partículas fúngicas no ar interno e essa transferência é influenciada pela 

forma e organização dos conídios nas estruturas fúngicas. Os gêneros Aspergillus e Penicillium, 

por exemplo, são caracterizados por esporos organizados em longas cadeias, o que facilita sua 

liberação. Portanto, os processos e mecanismos de aerossolização são afetados pela natureza do 

microrganismo envolvido, sendo alguns deles projetados para se disseminar mais facilmente no 

ar (AL HALLAK; VERDIER; BERTRON et al., 2023).  

Becerra e Munoz (2015), ao analisar amostras de bioaerossóis de três edifícios 

administrativos na cidade de Bogotá, Colômbia, observou que os maiores percentuais de fungos 

nas amostras colhidas compreendiam os gêneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium.  

Os fungos do gênero Aspergillus demandam maior atenção em detrimento da 

possibilidade de ocasionarem infecções graves, como a aspergilose. Essa infecção fúngica 

apresenta uma diversidade de cenários clínicos, com comprometimento local ou sistêmico e 

uma alta taxa de mortalidade nas suas formas invasivas (HAWKSWORTH, 2011). 

As estimativas globais da LIFE (líder internacional em educação fúngica) sobre as 

doenças causadas pelo gênero Aspergillus, indicam que exista cerca de 10 milhões de casos de 

asma causada por este gênero, 5 milhões de casos de aspergilose broncopulmonar alérgica 

(ABPA), 3 milhões de casos de aspergilose pulmonar crônica (APC) e 1 milhão de casos de 

ceratite fúngica. Como também, todos os anos, como consequência do aumento da 

imunossupressão e dos procedimentos de transplante de células-tronco e órgãos sólidos, cerca 

de 30 milhões de pessoas vivem sob o risco de aspergilose invasiva (AI). Anualmente, cerca de 

300.000 delas desenvolvem a AI (PUNIA; CHOUDHARY; SHARMA et al., 2022). 

O gênero Aspergillus é composto por fungos filamentosos que pertencem à família 

Aspergillaceae, ordem Eurotiales, classe Eurotiomyces e filo Ascomycota. Esses fungos são 

saprófitos e possuem um habitat ubíquo, sendo amplamente distribuídos em todo o mundo. São 

frequentemente encontrados em ambientes úmidos e em solos férteis, bem como em outras 

fontes, como poeira, água e em ambientes internos, incluindo superfícies de edifícios e 

eletrodomésticos. A capacidade de prosperar em uma variedade de ambientes contribui para 

sua ocorrência generalizada. Esses fungos não demonstram predileção por faixa etária, etnia, 

sexo ou zonas climáticas específicas (AMORIM et al., 2004; FERREIRA, 2021). 
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Este gênero foi nomeado pela primeira vez em 1729, pelo Padre italiano e biólogo Pier 

Antonio Micheli, sendo a escolha do seu nome baseada na semelhança da sua estrutura 

microscópica e reprodutiva com um instrumento chamado aspersório, do latim Aspergillum, 

muito utilizado em cerimônias religiosas para aspergir os fiéis com água benta. Os primeiros 

casos de infecções fúngicas ocasionadas por Aspergillus foram relatadas por Bennet, Sluyter e 

Rayer, em 1840, identificadas em pessoas que tinham contato com solo, adubo e vegetais. O 

termo aspergilose foi empregado pela primeira vez dez anos depois, em 1850, por Fresenius, 

ao descrever essa infecção em pássaros (AMORIM et al., 2004).  

A exposição humana aos conídios de Aspergillus é expressiva, com estimativas 

indicando que os humanos inalam de 100 a 1.000 conídios de Aspergillus todos os dias. Em 

detrimento do pequeno tamanho dessas estruturas (2 a 3 μm), após a sua inalação, podem atingir 

as vias aéreas terminais ou se acomodar em grandes grupos no sistema ventilatório superior, 

causando sensibilização. Portanto, o crescimento dessas estruturas dentro dos pulmões 

humanos representa o primeiro passo da infecção (SEN; VIJAY; SINGH et al., 2022). 

O gênero Aspergillus apresenta aproximadamente 340 espécies encontradas no 

ambiente, mas somente cerca de 40 foram identificas como patógenos em humanos. Em 

detrimento da sua importância médica, industrial e agrícola, as suas espécies mais estudadas 

são A. fumigatus, A. terreus, A. flavus, A. nidulans, A. oryzae e A. niger (FERREIRA, 2021; 

PUNIA; CHOUDHARY; SHARMA et al., 2022). Entre essas, destaca-se A. niger, 

frequentemente isolada, caracterizada como contaminante ambiental e capaz de produzir 

micotoxinas cancerígenas, como a ocratoxina-A (AL HALLAK; VERDIER; BERTRON et al., 

2023). 

Teixeira (2020), avaliou a presença de fungos patogênicos em bioaerossóis de uma 

Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e uma Central de Material e Esterilização (CME) de um 

Hospital de médio porte no Noroeste Paulista, em São Paulo e confirmou a presença de 

inúmeras Unidades Formadoras de Colônias (UFC), estando às cepas de A. niger entre as mais 

prevalentes.  

Estudo recente realizado por Al Hallak et al. (2023), discutiu a produção científica 

acerca da contaminação fúngica de materiais de construção e do ar de diferentes tipos de 

edifícios na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA), entre os anos de 2001 e 2022. 

Com base nos resultados discutidos nessa revisão, A. versicolor (74%), A. niger (68%) e A. 

fumigatus (53%) foram as três principais espécies mais identificadas nas superfícies dos 

materiais e nas amostras de ar, nos estudos selecionados (n=34).  
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A. niger foi descrita pela primeira vez 1867, por Van Tieghen, sendo encontrado 

disperso no ar, solo, na superfície dos animais e vegetais, bem como na água. Exerce importante 

participação na decomposição de vários compostos, o que inclui madeira, papel e derivados 

naturais. Do ponto de vista clínico, A. niger é a terceira espécie do gênero Aspergillus mais 

comumente associada a casos de infecções, sendo especialmente reconhecida como causa de 

otites externas e na aspergilose pulmonar invasiva (FERREIRA, 2021).   

Esta espécie ainda tem sido identificada como um colonizador frequente do nariz e da 

garganta em pacientes imunocomprometidos, sobretudo em indivíduos com outras condições 

predisponentes, como doença pulmonar crônica. Ademais, ocupa a segunda posição entre as 

espécies do gênero Aspergillus encontradas em casos de peritonite fúngica, em pacientes que 

realizam diálise peritoneal. Outro cenário que merece atenção, é nas enfermarias de pacientes 

queimados, onde foi relatada como um importante contaminante (STEMLER; TOBBEN; 

LASS-FLORL et al., 2023).   

Apresenta uma ampla faixa de temperatura de crescimento, variando de 6°C a 47°C, o 

que contribui para sua ocorrência ubíqua em diversos ambientes. Sua temperatura ótima de 

crescimento é relativamente alta, situando-se em torno de 35°C a 37°C. Além disso, é um fungo 

que cresce rapidamente em todos os meios micológicos e seu crescimento pode ser observado 

dentro de 1 a 2 dias. A maturação de suas colônias ocorre em um período de 3-4 dias, 

apresentando-se, inicialmente, com textura algodonosa e de coloração branca ou amarela, mas 

que, rapidamente, após a formação das cabeças aspergilares radiadas, exibem uma coloração 

preta (Figura 1), com textura arenosa de grânulos grandes. Seus conidióforos são longos, de 

paredes lisas e hialinas, mas apresentam uma coloração escura na região próxima à vesícula. 

Microscopicamente as cabeças dos conídios são radiadas, as vesículas subesféricas e as células 

conidiogênicas bisseriadas (Figura 2) (SIDRIM; ROCHA, 2004; MARTINS; MELO; HEINS-

VACCARI, 2005; STEMLER; TOBBEN; LASS-FLORL et al., 2023). 
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Figura 1. Aspectos macroscópicos de Aspergillus niger. 

 
Fonte: Stemler, Tobben, Lass-florl et al. (2023). 

 

Figura 2. Aspectos microscópicos de Aspergillus niger. 

 
Fonte: Cavaco (2015). 

Portanto, A. niger é uma espécie de grande importância clínica, capaz de causar uma 

variedade de infecções e colonizar ambientes diversos e seu impacto na saúde merece atenção 

e estudos contínuos. 
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3.2. Aspergilose, tratamento e mecanismos de resistência  

A inalação dos conídios de Aspergillus pode levar ao desenvolvimento de aspergilose, 

que engloba um amplo espectro de manifestações clínicas. A gravidade da doença pode variar 

de acordo com fatores como o estado imunológico e/ou anatômico do indivíduo afetado, o nível 

de alergenicidade dos conídios e a frequência de exposição (SHIBUYA et al., 2004).  

Os grupos de risco são principalmente compostos por indivíduos com o sistema 

imunológico comprometido, o que os torna mais susceptíveis a infecções por este gênero, o que 

incluem: pacientes em terapia prolongada com corticosteroides em altas doses; com 

malignidades hematológicas; neutropenia prolongada ou distúrbios neutrófilos; doenças 

pulmonares; transplante de órgãos sólidos ou células tronco hematopoiéticas e pacientes 

gravemente enfermos em UTI (TROVATO; SCALIA; DOMINA et al., 2018). 

As formas não invasivas da aspergilose incluem aspergiloma, aspergilose 

broncopulmonar alérgica, rinossinusite fúngica alérgica, aspergilose cutânea e otomicose 

arpergilar, enquanto as invasivas, compreendem aspergilose pulmonar crônica e aspergilose 

pulmonar invasiva (SHIBUYA et al., 2004; CADENA; THOMPSON III; CADENA, 2021). 

O aspergiloma, também conhecido como bola fúngica, é um crescimento de massa 

fúngica dentro de uma cavidade pulmonar. Essa massa é composta por micélios de Aspergillus 

(parte vegetativa do fungo) vivos e mortos, fibrina, muco, células inflamatórias, epitélio e 

componentes sanguíneos em decomposição. Essa condição é frequentemente associada à 

tuberculose pulmonar e ocorre quando o fungo coloniza uma cavidade pulmonar preexistente, 

formada devido à tuberculose. Pode ser assintomático em algumas pessoas, mas também pode 

causar sintomas como tosse crônica, hemoptise (tosse com sangue), dor torácica e febre 

(PUNIA; CHOUDHARY; SHARMA et al., 2022). 

A aspergilose pulmonar e a aspergilose broncopulmonar alérgica são duas 

manifestações clínicas importantes da infecção por Aspergillus. Essas condições têm 

características distintas e podem ser graves, podendo levar a complicações potencialmente 

fatais se não forem diagnosticadas e tratadas adequadamente. A aspergilose pulmonar é 

considerada uma infecção oportunista e pode se espalhar para outras partes do corpo, resultando 

em complicações sistêmicas graves. Já a aspergilose broncopulmonar alérgica é uma resposta 

imunológica exagerada do tipo TH2 (uma resposta imune mediada por células T auxiliares tipo 

2) ao Aspergillus. Essa condição é caracterizada por inflamação crônica e infiltrados 

pulmonares transitórios, geralmente em pacientes com asma ou fibrose cística (TAKEDA; 

SUZUKI; WATANABE et al., 2019; CADENA; THOMPSON III; CADENA, 2021).  
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Diversos vírus respiratórios têm sido relacionados a casos de aspergilose pulmonar 

invasiva, incluindo a influenza aviária H7N9, influenza A, influenza B, vírus sincicial 

respiratório e, mais recentemente, o coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave (SARS-

CoV-2), responsável pela pandemia da COVID-19. A aspergilose pulmonar invasiva após 

infecções virais respiratórias é considerada secundária à lesão do epitélio das vias aéreas. Essa 

lesão proporciona uma oportunidade para a invasão e colonização por fungos do gênero 

Aspergillus. Pacientes infectados com o vírus SARS-CoV-2, podem desenvolver aspergilose 

pulmonar invasiva como uma complicação adicional. Essa condição específica é denominada 

aspergilose pulmonar associada à COVID-19 (CAPA) (CADENA; THOMPSON III; 

CADENA, 2021) e pode agravar a infecção por COVID-19 e, consequentemente, o aumento 

das taxas de mortalidade em pacientes afetados. A infecção por Aspergillus resistente a azóis 

tem sido relatada como a causa da maioria dos casos associados à CAPA, o que pode dificultar 

ainda mais o tratamento e aumentar os desafios clínicos (PUNIA; CHOUDHARY; SHARMA 

et al., 2022).  

Na aspergilose cutânea, existe mais de uma forma de infecção por Aspergillus pela pele. 

Na forma primária, pode ser consequência de um trauma cutâneo, como no caso dos pacientes 

gravemente queimados, e, ainda, frequentemente, sendo a manifestação de uma disseminação 

hematogênica, resultando de um foco primário, geralmente pulmonar, em pacientes 

imunossuprimidos. Tratando-se da otomicose arpergilar, essa condição clínica é comumente 

observada em pacientes que apresentam lesão eczematosa e que fizeram uso local de 

antimicrobianos e corticoides. Pode ser observado sintoma como prurido, desconforto, e às 

vezes, um corrimento. Nessa condição, A. niger é a espécie mais envolvida, seguida de A. 

fumigatus (SIDRIM; ROCHA, 2004).  

A aspergilose pulmonar cavitaria crônica é uma forma grave de aspergilose pulmonar, 

que se caracteriza por sintomas subagudos, incluindo tosse, dor torácica e hemoptise escassa. 

Esses sintomas podem ser confundidos com os da tuberculose, que também pode causar febre, 

calafrios, suores noturnos e perda de peso. Radiograficamente, apresenta lesões pulmonares 

cavitarias com inflamação ao redor. Com o tempo, essas lesões podem progredir e levar à 

destruição contínua do tecido pulmonar circundante, resultando em uma piora progressiva da 

função respiratória do paciente (CADENA; THOMPSON III; CADENA, 2021). 

A aspergilose invasiva (AI) compreende uma família de condições graves e com risco 

de vida, estreitamente relacionadas, que ocorrem em pacientes com o sistema imunológico 

comprometido. Essas condições apresentam altas taxas de mortalidade e os piores prognósticos 

entre as infecções fúngicas invasivas. O seu diagnóstico é desafiador devido à natureza 
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inespecífica dos sintomas. Esse tipo de infecção ocorre com maior frequência em pacientes com 

neutropenia prolongada, leucemia aguda, uso de glicocorticoides ou outras drogas 

imunossupressoras, em receptores de transplante de células-tronco hematopoiéticas ou 

transplante de órgãos sólidos e em pacientes com distúrbios imunológicos hereditários. Seus 

sintomas incluem febre, tosse, dor torácica ou pleurítica (dor ao respirar profundamente) e 

hemoptise. O tratamento geralmente envolve o uso de antifúngicos potentes e outras medidas 

de suporte para controlar a infecção e melhorar a resposta imunológica do paciente (CADENA; 

THOMPSON III; CADENA, 2021; CHEN; QIAN; YANG et al., 2023; STEMLER; TOBBEN; 

LASS-FLORL et al., 2023).  

O diagnóstico da aspergilose envolve uma abordagem clínica, laboratorial e de imagem 

para identificar o agente causador e confirmar a presença da infecção. Independentemente da 

espécie causadora, os métodos diagnósticos são geralmente semelhantes e incluem: diagnóstico 

clínico, que se baseia na apresentação dos sintomas do paciente e que pode variar dependendo 

da forma da aspergilose; exame microscópico direto: amostras clínicas podem revelar a 

presença de hifas septadas, hialinas e ramificadas em ângulo agudo, características típicas de 

Aspergillus spp.; histopatologia e citopatologia: amostras de tecido ou células obtidas por 

biópsia ou punção pode mostrar evidências de destruição tecidual e a presença de hifas fúngicas; 

cultura do fungo: o isolamento do fungo em cultura é uma etapa importante para identificar a 

espécie causadora e determinar sua susceptibilidade a antifúngicos específicos; técnicas de 

biologia molecular: o uso de PCR e sequenciamento do DNA fúngico pode ser útil para 

identificar a espécie com maior precisão; detecção de antígenos fúngicos: a presença de 

antígenos específicos de Aspergillus em amostras clínicas pode ser detectada usando ensaios 

imunológicos, o que pode ajudar no diagnóstico rápido e específico; imagens de tomografia 

computadorizada de alta resolução: essas técnicas são valiosas para diagnosticar as formas 

pulmonares de aspergilose, permitindo a visualização das lesões pulmonares e sua extensão. 

Portanto, o diagnóstico preciso da aspergilose é essencial para garantir o tratamento adequado 

e para a melhora dos resultados clínicos (CARVALHO et al., 2013; FERREIRA, 2021).  

No tratamento da aspergilose, os triazólicos (voriconazol), poliênicos (anfotericina B) e 

as equinocandinas (caspofungina) são as três principais classes de antifúngicos utilizadas 

(Figura 3) (SEM; VIJAY; SINGH et al., 2022). 

 

 



27 
 

Figura 3. Alvos de ação dos principais antifúngicos utilizados no tratamento da aspergilose. 

  
Fonte: Adaptado de Silva (2020). 

Os antifúngicos triazóis, incluindo o itraconazol, voriconazol, posaconazol e 

isavuconazol, são considerados os principais compostos utilizados no tratamento e profilaxia 

da aspergilose. Cada um desses antifúngicos tem suas indicações específicas, dependendo da 

forma clínica da aspergilose e das condições do paciente. O itraconazol, é frequentemente 

utilizado no tratamento de aspergilose pulmonar crônica e condições alérgicas, como a 

aspergilose broncopulmonar alérgica; o voriconazol, é considerado a terapia de primeira 

escolha para a aspergilose invasiva, disponível tanto na forma oral como intravenosa, 

permitindo uma abordagem versátil no tratamento dessa infecção grave; o posaconazol, é 

indicado como profilaxia da aspergilose invasiva em pacientes com leucemia ou que passaram 

por transplante de medula óssea e o isavuconazol é uma opção mais recente, aprovada para o 

tratamento da aspergilose invasiva (Figura 4) (TROVATO; SCALIA; DOMINA et al., 2018). 
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Figura 4. Estrutura química dos antifúngicos triazólicos.

Fonte: Nocua-Baez et al. (2020). 

Os azóis atuam inibindo a síntese do ergosterol, um componente essencial da membrana 

citoplasmática fúngica, equivalente ao colesterol encontrado nas células humanas. Estes 

antifúngicos inibem, de forma não competitiva e reversível, enzimas que participam das etapas 

finais da biossíntese do ergosterol. A principal enzima inibida é a lanosterol-14-α-desmetilase, 

enzima microssômica associada ao citocromo P-450 e codificada pelo gene ERG11. Ao inibir 

essa enzima, os azóis impedem a conversão do lanosterol em ergosterol, diminuindo a síntese 

desse lipídeo e resultando em um acúmulo de 14-α-metilesterol. A 14-α-desmetilase possui 

forma e propriedades físicas diferentes do ergosterol e quando presente em grandes quantidades 

na membrana fúngica leva a alterações significativas em sua estrutura e função (BERTO et al., 

2018). 

Ainda que essa classe tenha se mostrado eficaz na redução da carga fúngica, relatos de 

resistência de Aspergillus spp. aos azólicos têm ocorrido desde a década de 1990, tornando-se 

um problema generalizado e frequentemente associado a uma elevada taxa de falha no 

tratamento, sendo necessário o ajuste terapêutico no tratamento da aspergilose (MONPIERRE; 

DESBOIS-NOGARD; VALSECCHI et al., 2021). 

Atualmente, existem duas possíveis vias de seleção de resistência: azol-resistência, 

podendo ser selecionada nos pacientes durante a terapia de longo prazo em ambientes clínicos, 
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como também, uma via de seleção ambiental, após a aplicação de azólicos na agricultura 

(TROVATO; SCALIA; DOMINA et al., 2018). 

Nos antifúngicos azólicos, uma das principais causas de resistência é a ocorrência de 

mutações genéticas na enzima lanosterol-14-α-desmetilase (CYP51A). Essas mutações podem 

levar a mudanças estruturais e funcionais na enzima, resultando em uma menor afinidade de 

ligação aos azóis e, consequentemente, tornando o fungo resistente ao tratamento. Essas 

mutações têm sido observadas em espécies de Aspergillus resistentes ao voriconazol, como A. 

fumigatus, A. flavus e A. niger. Além disso, outros mecanismos de resistência também podem 

estar envolvidos, tais como a superexpressão de bombas de efluxo, reduzindo sua concentração 

intracelular. Outras formas incluem a superexpressão do próprio alvo (CYP51A), o que requer 

uma concentração mais elevada do antifúngico para saturar todas as moléculas-alvo e alcançar 

o efeito terapêutico desejado. Ademais, alguns fungos podem formar biofilmes, que são 

comunidades organizadas de células fúngicas em uma matriz extracelular, proporcionando 

proteção contra os antifúngicos e dificultando o acesso dos medicamentos ao fungo, tornando-

os menos eficazes. A resistência aos antifúngicos é uma preocupação crescente, pois pode 

limitar as opções de tratamento para infecções fúngicas e levar a desafios clínicos significativos 

(FERREIRA, 2021). 

A ocorrência da resistência aos azóis em Aspergillus spp. também tem sido amplamente 

associada à rota ambiental (Figura 5), especialmente em ambientes agrícolas onde fungicidas 

da classe dos triazóis são usados para proteção de cultivos. Algumas observações sustentam 

essa associação: dominância de mutações específicas (TR34/L98H e TR46/Y121F/T289A)  em 

mais de 80% dos isolados clínicos de pacientes não relacionados epidemiologicamente de 

diferentes centros, o que indica que essas mutações estão amplamente disseminadas; presença 

de múltiplas alterações genômicas: o que sugere um método reprodutivo mais complexo, como 

a reprodução sexual, que é mais provável de ocorrer no meio ambiente, onde diferentes cepas 

podem se misturar e trocar material genético; uso de fungicidas com resistência cruzada: a 

introdução de fungicidas inibidores da biossíntese de esteróis da classe dos triazóis, que são 

estruturalmente semelhantes aos triazóis médicos, ocorreu coincidentemente com o primeiro 

relato de resistência aos azóis em Aspergillus spp. Essa similaridade estrutural pode levar a 

resistência cruzada entre os fungicidas agrícolas e os antifúngicos azóis utilizados na prática 

clínica, favorecendo o desenvolvimento de resistência (SHARPE; LAGROU; MEIS et al., 

2018). Atualmente, existem 32 fungicidas azólicos disponíveis comercialmente para proteção 

de cultivos agrícolas, a exemplo: hexaconazol, propiconazol, triadimefon, bitertanol, flusilazol, 

tebuconazol e triciclazol. Esses fungicidas são utilizados no combate de doenças em plantas 
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causadas por Aspergillus, tais como ferrugem, podridão da fruta, oídio, entre outras. Como 

consequência desse uso, muitos alimentos apresentam resíduos destas substâncias, como a uva 

e o morango (SEN; VIJAY; SINGH et al., 2022). 

Figura 5. Relação entre a aplicação de antifúngicos azólicos na agricultura e o surgimento de 
resistência em Aspergillus (rota ambiental). 

Fonte: Vaezi, Fakhim, Javidnia et al. (2018). 

 
Os poliênicos, como a anfotericina B desoxicolato e suas formulações lipofílicas (Figura 

6), são drogas fungicidas, que atuam diretamente no ergosterol da membrana citoplasmática 

fúngica. Ao se ligarem a este lipídeo, provocam desestruturação da membrana, formação de 

poros e aumento da sua permeabilidade, com consequente perda de cátions (K+, Na+, Ca2+), 

resultando em um estresse oxidativo intracelular. O aumento da permeabilidade e o 

desequilíbrio iônico levam à morte celular do fungo, tornando os poliênicos eficazes no 

tratamento de infecções fúngicas graves (PUNIA; CHOUDHARY; SHARMA et al., 2022). 
 

 

 



31 
 

Figura 6. Estrutura química da anfotericina B desoxicolato. 

 
Fonte: Punia, Choudhary, Sharma et al. (2022). 

Apesar da eficácia da anfotericina B desoxicolato, sua formulação apresenta limitações 

importantes, como baixa biodisponibilidade e solubilidade, como também uma alta toxicidade. 

Para superar essas limitações, foram desenvolvidas as formulações lipofílicas, que apresentam 

um melhor perfil farmacocinético, reduzindo a toxicidade e permitindo uma administração mais 

segura e eficaz. Os poliênicos são especialmente úteis em casos de pacientes com intolerância 

a outras classes de antifúngicos, como azólicos e equinocandinas (SILVA, 2020). 

Apesar de ser incomum, a literatura científica apresenta relatos de resistência de 

Aspergillus spp. a anfotericina B. Essa resistência pode ser atribuída a vários fatores, incluindo 

a capacidade do fungo de produzir altos níveis de enzimas neutralizantes, como catalases e 

superóxido dismutases, que têm a função de neutralizar os radicais livres e outras espécies 

reativas de oxigênio geradas pela ação oxidativa da anfotericina B. Ademais, outras alterações 

genéticas e mecanismos de resistência incluem mutações em genes relacionados ao transporte 

de membrana e à regulação da expressão gênica. A resistência intrínseca a esse antifúngico, da 

grande maioria das cepas de A. terreus, tem sido demonstrada em estudos in vivo e in vitro 

(ZAKARIA; OSMAN; DABBOUSSI et al., 2020). 

As equinocandinas (micafungina, caspofungina e anidulafungina), são inibidores da 

enzima β-(1,3)-glucano sintase, codificada pelos genes FKS1 e FKS2, que é essencial para a 

síntese do β-(1,3)-D-glucano, um componente fundamental da parede celular dos fungos. Ao 

inibir essa enzima, impedem a formação adequada da parede celular do fungo, tornando as 

células fúngicas suscetíveis a fatores externos que levam à sua destruição (Figura 7) 

(CAMPOY; ADRIO, 2017; REVIE et al., 2018).  
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Figura 7. Estrutura química das equinocandinas. 

 

Fonte: Ferreira (2021). 

Estes antifúngicos estão disponíveis apenas em formulações intravenosas (FERREIRA, 

2021) e seu espectro de ação é restrito aos gêneros Aspergillus e Candida (CAMPOY; ADRIO, 

2017). No tratamento da aspergilose pulmonar invasiva, tem sido considerada terapia de 

resgate, pois sua eficácia como tratamento de primeira linha é limitada (CADENA; 

THOMPSON III; CADENA, 2021).  

Uma desvantagem significativa das equinocandinas é que possuem apenas atividade 

fungistática sobre Aspergillus, permitindo que sobreviventes sejam selecionados, o que 

favorece o surgimento de resistência. Tal fato tem sido observado nesse gênero por meio da 

identificação de mutações nos genes FKS1, que codificam a enzima β-(1,3)-glucano sintase, 

alvo da classe, conferindo resistência de espécies de Aspergillus as equinocandinas 

(ZAKARIA; OSMAN; DABBOUSSI et al., 2020). 
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Novos antifúngicos para o tratamento da aspergilose invasiva estão em desenvolvimento 

e sendo investigados através de ensaios clínicos. Alguns desses novos compostos incluem o 

fosmanogepix, ibrexafungerp, olorofim e opelconazol. O fosmanogepix atua inibindo uma 

enzima chamada Gwt1, que é essencial para a formação de glicosilfosfatidilinositol (GPI), um 

componente importante da membrana citoplasmática fúngica. Ao inibir a síntese de GPI, o 

fosmanogepix interrompe a integridade da membrana citoplasmática fúngica e leva à morte do 

fungo. O ibrexafungerp é um novo inibidor da enzima β-(1,3)-glucano sintase, semelhante às 

equinocandinas, mas com uma formulação oral, o que o torna mais conveniente para o 

tratamento ambulatorial. O olorofim atua como um inibidor reversível da enzima dihidroorotato 

desidrogenase (DHODH), que está envolvida na síntese de pirimidinas, o que afeta diretamente 

a parede celular fúngica e resulta na morte da célula fúngica. O opelconazol é um novo 

antifúngico da classe dos triazóis (PUNIA; CHOUDHARY; SHARMA et al., 2022; 

STEMLER; TOBBEN; LASS-FLORL et al., 2023). Esses novos antifúngicos têm o potencial 

de oferecer novas opções terapêuticas para o tratamento da aspergilose invasiva, especialmente 

em casos de resistência aos antifúngicos atualmente disponíveis ou quando a terapia oral e 

ambulatorial é preferível.  

A disponibilidade limitada de classes de medicamentos para o tratamento de doenças 

causadas por Aspergillus, especialmente a predominância do uso de azóis, cria um desafio 

significativo no tratamento das aspergiloses. A resistência aos azóis, tanto adquirida como 

intrínseca, é uma preocupação crescente, e isso pode restringir ainda mais as opções 

terapêuticas disponíveis. A prevenção de infecções por Aspergillus tem mostrado ser uma 

abordagem viável, principalmente na aspergilose invasiva, por meio do uso de medicamentos 

azólicos como profilaxia em pacientes de alto risco. No entanto, o uso generalizado de azóis 

para a prevenção também pode levar ao surgimento de cepas resistentes (BALTUSSEN; ZOLL; 

VERWEIJ et al., 2020). 

Nesse contexto, é essencial explorar estratégias alternativas para o tratamento das 

diversas manifestações clínicas da aspergilose, especialmente em populações de alto risco, 

como pacientes imunocomprometidos. Além disso, o desenvolvimento de novos agentes 

antifúngicos, com mecanismos de ação diferentes dos azóis, é crucial para fornecer opções 

adicionais de tratamento, especialmente em casos de resistência. 

3.3. Produtos naturais: fitoconstituinte mirtenol 

Apesar de existirem, atualmente, inúmeras estratégias e metodologias utilizadas na 

descoberta, síntese e desenvolvimento de novos fármacos, a química de produtos naturais se 
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constitui como uma das mais promissoras alternativas terapêuticas (BARREIRO; BOLZANI, 

2009). Por meio do metabolismo secundário das plantas medicinais, é possível isolar moléculas 

biologicamente ativas, utilizadas como protótipos para o delineamento e planejamento de novos 

fármacos. Além disso, possuem menor custo quando comparado às pesquisas com moléculas 

sintéticas (PEDROSO; ANDRADE; PIRES, 2021).  

Acredita-se que exista uma infinidade de compostos de origem natural, com elevado 

potencial terapêutico, que ainda não foram avaliados. Dessa forma, necessita-se investigar esses 

produtos a fim de proporcionar um melhor manejo terapêutico (OLIVEIRA, 2019) das 

patologias causados por fungos. 

O reino vegetal representa a principal fonte de interessantes compostos biologicamente 

ativos, que têm sido utilizados no combate a diversas doenças, tanto em humanos quanto em 

animais. Nas últimas décadas, o interesse no uso de compostos naturais experimentou um 

renascimento significativo, principalmente devido aos efeitos colaterais associados ao uso 

extensivo de drogas sintéticas (MRABI; JAOUADI; ZEOUK et al., 2023). 

Os óleos essenciais são misturas complexas de compostos voláteis obtidas de todas as 

partes das plantas e se apresentam imiscíveis ou muito pouco miscíveis em água. Há séculos 

são utilizados no tratamento de infecções e outras doenças em humanos. São odoríferos e atuam 

em funções importantes à sobrevivência das plantas, estando relacionadas aos mecanismos de 

defesa, como a proteção contra excesso de radiação ultravioleta, microrganismos, insetos e 

outros animais (REIS et al., 2020).   

A capacidade dos óleos essenciais de interagir com a membrana citoplasmática fúngica 

e outras estruturas lipídicas se deve à sua característica lipofílica. Essas substâncias podem 

exercer seu feito biológico por meio da inibição de enzimas envolvidas na síntese do ergosterol; 

pela formação de complexos com este lipídeo; interferindo na síntese de proteínas, na divisão 

celular ou na biossíntese da parede celular fúngica. Esses efeitos podem resultar na inibição ou 

morte celular (FERREIRA et al., 2021b). 

As atividades biológicas dos óleos essenciais são determinadas pela sua composição 

química e concentração dos seus constituintes individuais (fitoconstituintes). A diversidade 

desses compostos contribui para as atividades específicas de cada óleo. Esses fitoconstituintes 

são compostos naturais produzidos pelas plantas e cada óleo essencial pode conter mais de 60. 

Os monoterpenos e os sesquiterpenos, são exemplos notáveis desses constituintes (DANTAS, 

2017; POWER; OSIER; MCFETERS et al., 2018). 

Neste cenário, encontra-se o mirtenol (Figura 8), também conhecido como “cis-

mirtenol” ou somente “mirtenol”, com fórmula molecular C10H16O (152,24 g/mol). Um 
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fitoconstituinte da classe dos monoterpenos e representante do grupo químico dos álcoois 

monocíclicos, sendo suas formas isoméricas (+)-mirtenol e (-)-mirtenol, provavelmente, as 

mais versáteis (MOREIRA, 2013). Pode ser obtido a partir da oxidação do α-pineno e possui 

uma ampla utilização como ingrediente de fragrâncias de cosméticos diversos (OLIVEIRA, 

2019). Foram elencadas diversas espécies aromáticas onde esse fitoconstituinte pode ser 

encontrado, a exemplo: Myrtus communis L., da família Myrtaceae, Tanacetum vulgare L. 

(Magnoliopsida), Rhodiola rosea L. (Crassulaceae) e Artemisia vulgaris L. (Asteraceae) 

(MRABI; JAOUADI; ZEOUK et al., 2023).  

Figura 8. Estrutura química do monoterpeno mirtenol. 

 

Fonte: Mrabi, Jaouadi, Zeouk et al. (2023). 

Este monoterpeno apresenta importantes propriedades biológicas relatadas. Tendo a sua 

atividade sido constatada sobre o Sistema Nervoso Central, com uma potente propriedade 

neuroléptica, anticonvulsivante e ansiolítica. Além dessas, efeito antioxidante em testes in vivo 

e in vitro, sendo considerada uma substância neuroprotetora contra possíveis danos 

degenerativos celulares, ocasionados por doenças neurodegenerativas (MOREIRA, 2013). 

Outra importante propriedade reconhecida foi a de cardioproteção, via atenuação do estresse 

oxidativo e inibição da via pró-apoptótica (BRITTO et al., 2018). Ademais, apresenta atividade 

anti-inflamatória e analgésica (DE OLIVEIRA, 2019). E, ainda, propriedades antidiabéticas, 

anti-hipertensivas, anticancerígenas, antifúngicas e antibacterianas (MRABI; JAOUADI; 

ZEOUK et al., 2023). 

A segurança da ingestão de mirtenol, nos níveis atuais considerados, foi avaliada pela 

International Joint/WHO Expert Comitê de Aditivos Alimentares, que não constatou problemas 

na sua utilização. Na análise toxicológica feita em modelo animal (rato), a dose oral mediana 

letal (LD50) de 1,4 g/kg apresentou baixa toxicidade (MRABI; JAOUADI; ZEOUK et al., 

2023). Este resultado é corroborado por estudo realizado por Maione et al. (2022), onde o 
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mirtenol não apresentou toxicidade em ensaios envolvendo o invertebrado Galleria mellonella 

e em células de queratinócitos humanos. Além disso, apresentou características de um agente 

profilático, sendo capaz de prolongar a sobrevida das larvas após a infecção com Candida 

auris/Klebsiella pneumoniaee. 

O potencial teórico de mirtenol como candidato a uma nova droga foi avaliado por meio 

de parâmetros in sílico por Cordeiro et al. (2020). Os resultados obtidos demonstram que esse 

fitoconstituinte possui um perfil farmacocinético favorável, expressando características 

sugestivas de um bom candidato a fármaco, com perspectiva de uso por via oral. A excelente 

biodisponibilidade oral teórica e boa solubilidade demonstrada, pode garantir uma adequada 

absorção e distribuição in vivo. Dessa forma, mirtenol se apresenta como uma substância 

promissora. 

 

4. METODOLOGIA 

4.1. Local de desenvolvimento da pesquisa 

          Os ensaios de avaliação da atividade antifúngica de mirtenol sobre cepas de A. niger 

foram realizados no Laboratório de Pesquisa em Atividade Antibacteriana e Antifúngica de 

Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos do Departamento de Ciências Farmacêuticas 

(DCF), Centro de Ciências da Saúde (CCS), Universidade Federal da Paraíba (UFPB), João 

Pessoa, Paraíba.  

4.2. Fitoconstituinte mirtenol e antifúngicos licenciados  

         O monoterpeno selecionado para esta pesquisa foi obtido da Sigma-Aldrich® e fornecido 

pelo pesquisador Dr. José Maria Barbosa Filho do DCF/CCS/UFPB. Os antifúngicos sintéticos 

anfotericina B e voriconazol (Sigma-Aldrich®) foram utilizados como controle, sendo 

selecionados para a execução dos ensaios por se tratar de antifúngicos utilizados na condição 

clínica em estudo. 

          As substâncias foram preparadas no momento da execução dos ensaios, sendo pesadas 

na concentração inicial de 1.024 µg/mL, devidamente solubilizados em 150 µL (3%) de 

Dimetilsulfóxido (DMSO) e adicionados 100 µL (2%) de Tween 80. O volume final foi obtido 

por meio da adição de água destilada estéril q.s.p. 5 mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991).  

           O desinfetante e sanitizante de uso ambiental, composto por ácido peracético em pó 

(PAC 200®), também foi utilizado neste estudo. O produto foi preparado nas concentrações 
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estabelecidas pelos fabricantes (500 µg/mL, 1.000 µg/mL e 10.000 µg/mL), para obtenção de 

desinfecção nos diversos níveis/aplicações. 

4.3. Meios de cultura  

Para a manutenção das cepas de A. niger e realização dos ensaios de atividade 

antifúngica foram utilizados os meios de cultura Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) da Difco 

Laboratories Ltd USA e o Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), com glutamina 

e sem bicarbonato, da Sigma Aldrich®. Os meios foram preparados e mantidos conforme 

recomendações dos fabricantes.  

4.4. Cepas de Aspergillus niger 

           Para a realização dos ensaios microbiológicos foram utilizadas 15 cepas de A. niger, 

sendo 01 da linhagem padrão American Type Culture Collection (ATCC®-6275) e 14 de origem 

ambiental (LM-03, LM-18, LM-30, LM-36, LM-53, LM-72, LM-100, LM-120, LM-135, LM-

178, LM-214, LM-345, LM-410 e LM-510). As cepas foram mantidas em tubos de ensaio 

(15x150 milímetros) contendo ASD inclinado (Difco®), sob refrigeração (8º C) até o momento 

da execução do ensaio.  

As linhagens de A. niger utilizadas foram obtidas da coleção da Micoteca do Laboratório 

de Pesquisa em Atividade Antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos 

Bioativos do DCF/CCS/UFPB. Estão cadastradas no Sistema Nacional de Gestão do 

Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SIGEN) sob o número 

A359BED. 

Para os ensaios de investigação do mecanismo de ação antifúngica de mirtenol e cinética 

de crescimento micelial, duas cepas representativas de A. niger foram selecionadas, 

aleatoriamente, entre as cepas que exibiram as menores CIM’s, sendo 01 cepa padrão (ATCC-

6235) e 01 cepa de origem ambiental (LM-03).  

4.5. Inóculo fúngico 

Para o preparo do inóculo dos fungos, antes da realização dos ensaios microbiológicos, 

colônias de A. niger foram semeadas em ASD e incubadas a 35±2°C por 3-5 dias, para 

otimização do crescimento fúngico. Após esse período, colônias dessas culturas fúngicas foram 

cobertas com 5 mL de solução salina estéril (NaCl 0,85% p/v) e por meio de leves agitações, 

obteve-se as suspensões. As misturas resultantes de conídios e fragmentos de hifas foram 
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retiradas e transferidas para tubos de ensaio esterilizados. Seguidamente, foram agitadas por 2 

minutos com auxílio do aparelho Vórtex. Após agitação, a sua turbidez foi comparada e ajustada 

a apresentada pela suspensão padrão de sulfato de bário do tubo nº 0,5 da escala McFarland, a 

qual corresponde a um inóculo com aproximadamente 106 UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 

1991; HADACEK; GREGER, 2000; SAHIN et al., 2004; CLSI, 2008).  

4.6. Avaliação da atividade antifúngica 

4.6.1. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)  

 Os ensaios de determinação da CIM de mirtenol, voriconazol, anfotericina B e PAC 

200® sobre cepas de A. niger foram realizados conforme os protocolos de Cleenland e Squires 

(1991), Eloff (1998) e CLSI (2008), em triplicata, pela técnica de microdiluição em caldo, em 

placa contendo 96 poços e com fundo em “U” (INLAB, São Paulo). Para essa finalidade, 

inicialmente, em todos os poços da placa foram adicionados 100 µL do meio de cultura líquido 

RPMI 1640. Logo após, 100 µL do produto investigado foram adicionados nas cavidades da 

primeira linha da placa, na concentração inicial de 1.024 µg/mL. Seguidamente, através de uma 

diluição seriada em uma razão de dois (2:1), obteve-se concentrações de 1024 µg/mL até 0,5 

µg/mL. Por fim, foram adicionados 10 µL das suspensões fúngicas nas cavidades da placa, onde 

cada coluna corresponde, especificamente, a uma cepa fúngica de A. niger.  

Simultaneamente, objetivando garantir a esterilidade do meio de cultura, realizou-se um 

controle no qual foram adicionados 200 µL do caldo RPMI 1640 nas cavidades da placa 

destinadas a essa finalidade, na ausência da suspensão fúngica. A viabilidade das cepas foi 

verificada por meio da adição de 100µL de RPMI 1640; 100 µL de água destilada estéril e 10 

µL do inóculo de cada cepa fúngica.  

 As placas foram assepticamente fechadas e submetidas à incubação numa temperatura 

de 35±2 por 3-5 dias. Após esse período, foi realizada a leitura do ensaio. O produto foi 

considerado ativo quando inibiu, pelo menos, 50% do crescimento das cepas de A. niger 

utilizadas nos ensaios.  

O valor da CIM foi considerado como a menor concentração capaz de inibir o 

crescimento visível de A. niger, quando comparado ao controle de crescimento sem a presença 

dos produtos testados. A CIM obtida nos três ensaios foi interpretada e considerada de acordo 

com os critérios estabelecidos por Sartoratto et al. (2004). Segundo os autores, uma substância 

apresenta forte atividade antifúngica sobre os microrganismos testados quando exibe uma CIM 
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de até 500 µg/mL, moderada atividade de 600-1500 µg/mL e fraca atividade ou produto inativo, 

quando são obtidos valores superiores a 1500 µg/mL. 

4.6.2. Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

A determinação da CFM foi realizada após a obtenção e interpretação dos valores da 

CIM dos produtos investigados pelo ensaio descrito no item 4.6.1. A princípio, alíquotas de 10 

µL do sobrenadante das cavidades da placa onde foi observada completa inibição do 

crescimento fúngico visível (CIM, CIMx2 e CIMx4), foram transferidas para uma nova placa 

de microtitulação contendo 100 µL de caldo RPMI 1640. Finalmente, o sistema foi incubado a 

35±2°C por 3-5 dias. A CFM foi considerada como a menor concentração de mirtenol, 

voriconazol e anfotericina B, onde não foi observado crescimento fúngico visível. Este ensaio 

foi realizado em triplicata e o seu resultado expresso pela média aritmética das CFM’s obtidas 

(NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008; BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Os 

controles de esterilidade do meio de cultura e da viabilidade das suspensões fúngicas foram 

realizados neste ensaio, semelhante ao descrito no item 4.6.1.  

A investigação do modo de ação do produto teste, a partir da razão CFM/CIM, 

considerou a metodologia utilizada por Santos et al. (2014), para especificar a natureza do efeito 

antimicrobiano. Dessa forma, substâncias com a razão CFM/CIM ≤ 4, são consideradas 

fungicidas; e quando obtida uma razão CFM/CIM > 4, fungistática. 

4.6.3. Determinação da cinética de crescimento micelial de Aspergillus niger 

Este ensaio consistiu na avaliação do efeito de mirtenol e dos antifúngicos padrões sobre 

o crescimento micelial radial de A. niger, através da técnica de diluição em meio sólido, descrita 

por Thyagaraja e Hosono (1996), Adan (1998) e por Daferera, Ziogas, Polission (2003), com 

algumas modificações. 

Para sua execução, inicialmente, uma porção de 2 mm de diâmetro foi obtida de uma 

cultura com crescimento de 3-5 dias, em ASD a 35±2 oC e adicionada no centro de uma placa 

de Petri estéril contendo o meio ASD acrescido do produto investigado nas concentrações CIM, 

CIMx2 e CIMx4. O sistema foi incubado a 35±2 oC, em diferentes intervalos de tempo (0, 1, 

2, 3, 4 dias). Com o auxílio de um paquímetro, o crescimento micelial radial das cepas fúngicas 

foi medido diariamente e o resultado expresso em milímetros (mm). 

Os controles foram realizados por meio da medida do crescimento micelial fúngico em 

ASD na ausência do produto investigado. Os experimentos foram realizados em triplicata, de 
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forma independente e seus resultados expressos a partir da média ± erro padrão dos três 

experimentos. 

4.6.4. Ação dos produtos na parede celular fúngica: ensaio com sorbitol 

Os possíveis danos provocados pelo monoterpeno aos componentes da parede celular 

fúngica foram investigados neste ensaio, que comparou o valor da CIM obtida na presença de 

sorbitol adicionado ao meio de cultura a 0,8 M, com a CIM obtida na sua ausência. O sorbitol 

é um protetor osmótico, empregado na estabilização dos protoplastos fúngicos. Caso o efeito 

de mirtenol ocorra pela sua ação nessa estrutura, ele provocará o rompimento de suas células 

quando na ausência de um estabilizador osmótico; no entanto, permitirá seu crescimento na 

presença desse suporte, como consequência disso, o valor da CIM aumenta (SILVA, 2020). 

O ensaio foi realizado pelo método de microdiluição, utilizando placas de microtitulação 

contendo 96 poços com fundo em forma de “U” (INLAB, SP) e em triplicata, semelhante ao 

item 4.6.1. Inicialmente, foram adicionados 100 µL de RPMI 1640, previamente acrescido de 

sorbitol (PM: 182,17) (VETEC Química Fina Ltda – Rio de Janeiro/RJ). Em seguida, 100 µL 

de mirtenol foram adicionados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma 

diluição seriada a uma razão de dois (2:1), foram obtidas concentrações de 1024 µg/mL até 0,5 

µg/mL de mirtenol. Tratando-se do sorbitol, uma concentração final de 0,8 M foi obtida em 

cada cavidade. Por fim, 10 µL da suspensão de A. niger foi adicionada nas cavidades, onde cada 

coluna da placa se refere a uma cepa fúngica, especificamente. Os controles de esterilidade do 

meio (RPMI 1640) e de viabilidade das cepas (RPMI + água destilada estéril + suspensão de 

cada espécie) foram realizados conforme descrito no item 4.6.1. As placas foram incubadas a 

35±2 por 3-5 dias. Após esse período, realizou-se a leitura do ensaio (FROST et al., 1995; 

ZACCHINO, 2001). 

4.6.5. Ação dos produtos sobre a membrana citoplasmática: interação com ergosterol 

Este ensaio permitiu avaliar o efeito de mirtenol sobre a membrana citoplasmática de A. 

niger através da técnica de microdiluição, em placas de microtitulação de 96 poços com fundo 

“U”, em triplicata, semelhante ao descrito no item 4.6.1. Essa avaliação foi realizada por meio 

da comparação da CIM obtida na ausência de ergosterol, com a CIM obtida na presença de 400 

µg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich®), adicionado ao meio líquido RPMI 1640. O ergosterol é 

um componente essencial da membrana citoplasmática fúngica, dessa forma, o efeito 

antifúngico do fitoconstituinte pode ocorrer por meio da sua ligação direta a esse lipídeo ou por 
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meio da inativação de enzimas implicadas na sua síntese. Para fins de comparação, o mesmo 

procedimento foi executado com o antifúngico sintético anfotericina B, cujo mecanismo de 

ação é conhecido e envolve sua ligação ao ergosterol presente na membrana citoplasmática 

fúngica. As placas foram incubadas a 35±2 por 3-5 dias para realização da leitura. Um controle 

de esterilidade do meio (RPMI 1640) e de viabilidade das cepas de A. niger (RPMI + água 

destilada estéril + suspensão de cada espécie) foi realizado conforme descrito no item 4.6.1. 

(ESCALANTE et al., 2008). 

4.6.6. Ensaio de associação através do método Checkerboard. 

 O efeito da combinação de mirtenol com os antifúngicos padrões voriconazol e 

anfotericina B foi determinado através da técnica Checkerboard utilizando uma placa de 

microtitulação com 96 poços com fundo em forma de “U”. Para a realização desse ensaio, 100 

μL de caldo RPMI 1640 foram distribuídos nas cavidades da placa. Posteriormente, 50 μL de 

mirtenol em diversas concentrações (CIM×8, CIM×4, CIM×2, CIM, CIM÷2, CIM÷4, CIM÷8) 

foram distribuídos no sentido vertical e 50 µL do antifúngico (voriconazol/anfotericina B), nas 

mesmas concentrações, foram adicionados no sentido horizontal da placa. Como última etapa, 

20 μL das suspensões de A. niger foram acrescentados em todas as cavidades da placa. O ensaio 

foi realizado em triplicata e as placas incubadas a 35 ± 2ºC por 3-5 dias. Após esse período, foi 

feita a leitura das placas e a interpretação dos valores das CIM’s obtidas nas combinações 

(LEWIS et al., 2002). Os controles de esterilidade do meio e viabilidade das cepas foram 

realizados de forma semelhante ao descrito no item 4.6.1.  

A concentração inibitória fracionada (CIF) foi calculada para cada produto utilizado na 

associação, onde o A representa o mirtenol e B o voriconazol ou anfotericina B, conforme as 

equações apresentadas:  

CIFA = 
େ୍୑ ୢ୭ ୮୰୭ୢ୳୲୭ ୅ ୬ୟ ୡ୭୫ୠ୧୬ୟçã୭ 

େ୍୑ ୢ୭ ୮୰୭ୢ୳୲୭ ୅ ୧୬ୢ୧୴୧ୢ୳ୟ୪
 

e 

CIFB = 
େ୍୑ ୢ୭ ୮୰୭ୢ୳୲୭ ୆ ୬ୟ ୡ୭୫ୠ୧୬ୟçã୭ 

େ୍୑ ୢ୭ ୮୰୭ୢ୳୲୭ ୆ ୧୬ୢ୧୴୧ୢ୳ୟ୪
 

 

Após a obtenção da CIF, o Índice da Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) foi 

calculado por meio da equação: ICIF = CIFA + CIFB. O ICIF foi interpretado da seguinte forma: 

sinergismo (ICIF ≤ 0,5); aditividade (ICIF > 0,5 e < 1); indiferença (ICIF ≥ 1 e < 4) ou 

antagonismo (ICIF ≥ 4,0) (LEWIS et al., 2002; CORREA-ROYERO et al., 2010).  
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4.7. Análises estatísticas 

As análises estatísticas realizadas neste estudo foram definidas conforme as 

especificidades de cada ensaio microbiológico realizado. Para isso, foi estabelecido um 

intervalo de confiança de 95% para as diferenças entre as médias, considerando o valor de p < 

0,05.  
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ARTIGO DE PESQUISA 

 

Avaliação da atividade antifúngica de mirtenol e o efeito da sua associação 
com antifúngicos sobre cepas de Aspergillus niger 

 

Evaluation of the antifungal activity of myrtenol and the effect of its association 
with antifungals on strains of Aspergillus niger 

 

Resumo 

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifúngica do fitoconstituinte mirtenol 

isolado e associado com os antifúngicos padrões anfotericina B e voriconazol sobre 
cepas de Aspergillus niger. Para isto, foram realizados os ensaios de determinação 

da Concentração Inibitória Mínima (CIM); Concentração Fungicida Mínima (CFM); e 
de associação, através do método Checkerboard. O mirtenol apresentou forte 

atividade antifúngica sobre todas as cepas de A. niger testadas, com um valor de CIM 

de 64 µg/mL e CFM de 256 µg/mL; exibindo ação fungicida. A associação de mirtenol 

com a anfotericina B resultou em sinergismo e aditividade e quando associado com o 

voriconazol, o sinergismo ocorreu sobre a cepa teste. Os resultados obtidos 

evidenciam a capacidade antifúngica de mirtenol nos diferentes testes aplicados, 

sendo uma alternativa para o desenvolvimento de fármaco com potencial atividade e 

controle da aspergilose.  

Palavras-chave: Síndrome do edifício doente. Arpergilose. Atividade antimicrobiana. 

Fitoconstituinte. Monoterpeno. 

 

Abstract 

The objective of this study was to evaluate the antifungal activity of the 
phytoconstituent myrtenol isolated and associated with the standard antifungals 
amphotericin B and voriconazole on strains of Aspergillus niger. For this, tests were 

performed to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC); Minimum 
Fungicide Concentration (MFC); and association, through the Checkerboard Method. 
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Myrtenol showed strong antifungal activity against all A. niger strains tested, with a 

MIC value of 64 µg/mL and CFM of 256 µg/mL; exhibiting fungicidal action. The 

association of myrtenol with amphotericin B resulted in synergism and additivity and 
when associated with voriconazole, synergism occurred on the test strains. The results 

obtained show the antifungal capacity of myrtenol in the different tests applied, being 

an alternative for the development of a drug with potential activity and control of 

aspergillosis. 

Keywords: Sick building syndrome. Arpergillosis. Antimicrobial activity. 

Phytoconstituent. Monoterpene. 

 

1. Introdução 

Os relatos iniciais de como o ambiente construído, a exemplo dos edifícios, 

poderia representar uma fonte de transmissão de agentes infecciosos, resultaram da 

contaminação do ar por esporos de Aspergillus [1]. A Síndrome do Edifício Doente 

(SED) é um exemplo clássico do efeito de um ambiente contaminado na saúde 

humana [2]. 

A ocorrência da SED é evidenciada em situações nas quais as pessoas 

experimentam mal-estar e sensação de desconforto relacionados com o tempo que 

permanecem em uma determinada edificação, sem que haja, necessariamente, uma 

doença ou causa específica identificada. Seus sintomas característicos, que podem 
ocorrer isoladamente ou em combinação, incluem dor de cabeça, irritação nos olhos, 

nariz ou garganta, tosse seca, pele seca ou com coceira, tontura e náusea, dificuldade 

de concentração, fadiga e sensibilidade a odores. A SED pode afetar os ocupantes de 

praticamente qualquer edificação, seja um escritório, uma escola, um museu, um 

complexo de apartamentos ou um hospital [2]. 

Há muitos tipos de microrganismos patogênicos que podem ser transmitidos 
pelo ar, a exemplo os fungos do gênero Penicillium e Aspergillus e bactérias como 

Staphylococcus aureus [3]. Dentre as espécies do gênero Aspergillus, tem se 

destacado Aspergillus niger, reconhecida como um dos principais patógenos 

ambientais [4], consistindo em um fungo filamentoso capaz de se propagar pelo ar e 

que, quando inalado, pode desencadear desde quadros alérgicos leves, até 

complicações mais severas e fatais, como a aspergilose [5]. 
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Apesar da aspergilose ser caracterizada inicialmente pelo comprometimento 

broncopulmonar, há a possibilidade de se disseminar e comprometer diversos órgãos, 

de modo que em suas formas crônicas, invasivas e alérgicas é responsável por cerca 
de 600.000 mortes anualmente [5]. 

Nas últimas décadas, a incidência da aspergilose invasiva aumentou 

consideravelmente. Dentre os fatores associados à progressão dessa doença estão 

os pacientes com comorbidades, especialmente do trato respiratório; transplantados; 

em uso contínuo de drogas, como os corticosteroides; e com insuficiência respiratória 

aguda devido à disseminação da COVID-19[6]. 

Atualmente, o tratamento da aspergilose se baseia em três principais classes 

de antifúngicos, sendo elas: triazólicos (voriconazol e itraconazol); poliênico 

(anfotericina B) e equinocandinas (caspofungina e micafungina) [7]. Todavia, a 

resistência aos antifúngicos utilizados nas terapias atuais, bem como, os seus níveis 

de toxicidade elevada, evidenciam a urgente necessidade da descoberta de novas 
fontes de substâncias antifúngicas. Como alternativa a esses tratamentos, o uso das 

plantas medicinais, seus óleos essenciais e os seus fitoconstituintes têm sido 

amplamente estudados. 

Nesse contexto, destaca-se o mirtenol, um álcool bicíclico da classe dos 

monoterpenos, extraído do óleo essencial de algumas espécies vegetais aromáticas, 
a exemplo Tanacetum vulgare L., Myrthus comunis L e Paeonia Lactiflora Pall. Esse 

fitoconstituinte apresenta registros de propriedades biológicas diversas, como a ação 

neuroprotetora, neuroléptica, anticonvulsivante e ansiolítica [8]. Outras atividades 

foram constatadas em estudos a partir do mirtenol, como: analgésica, anti-inflamatória 

[9] e antifúngica [10] frente Candida spp., apresentando-se, desse modo, como uma 

substância promissora.  

Considerando a importância clínica da aspergilose e o elevado potencial 

biológico apresentado pelos monoterpenos, esta pesquisa teve como objetivo avaliar 
in vitro a atividade antifúngica de mirtenol sobre cepas de A. niger.  

 
2. Materiais e métodos 

2.1. Local de desenvolvimento do estudo 

 Os ensaios microbiológicos foram realizados no Laboratório de Pesquisa em 
Atividade Antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos 
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do Departamento de Ciências Farmacêuticas (DCF), Centro de Ciências da Saúde 

(CCS), Universidade Federal da Paraíba (UFPB), João Pessoa, Paraíba. 

2.2. Produto mirtenol e antifúngicos licenciados 

O fitoconstituinte mirtenol (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) foi fornecido pelo 

pesquisador Dr. José Maria Barbosa Filho do CCS/DCF/UFPB, João Pessoa, Brasil. 

Os antifúngicos padrões utilizados foram: anfotericina B e voriconazol (Sigma-Aldrich 

Brasil Ltda.).  

Para a realização dos ensaios de atividade antifúngica, as referidas 

substâncias foram pesadas na concentração inicial de 1.024 µg/mL, solubilizadas em 
150 µL (3%) de Dimetilsulfóxido (DMSO) e adicionados 100 µL (2%) de Tween 80. O 

volume final foi obtido com o acréscimo de água destilada estéril q.s.p. 5 mL [11]. 

 Ademais, este estudo também permitiu a avaliação do efeito antifúngico de 

uma substância sanitizante de uso ambiental, o ácido peracético em pó (PAC 200®), 
sobre cepas de A. niger. Este produto foi obtido da Adhetech Química Indústria e 

Comércio Ltda., com registro na ANVISA sob o nº 317140074. O sanitizante foi 

preparado de acordo com as recomendações do fabricante (500 µg/mL, 1.000 µg/mL 

e 10.000 µg/mL), que corresponde as concentrações necessárias para desinfecção 

nos diferentes níveis/aplicações.  

 

2.3. Cepas de Aspergillus niger  

 Para este estudo foram utilizadas 15 cepas de A. niger, sendo 14 dessas 

provenientes de isolado ambiental (LM-03, LM-18, LM-30, LM-36, LM-53, LM-72, LM-

100, LM-120, LM-135, LM-178, LM-214, LM-345, LM-410, LM-510) e 01 da linhagem 

padrão - American Type Culture Collection - ATCC® (ATCC-6275). As cepas foram 

disponibilizadas pelo Laboratório de Pesquisa em Atividade Antibacteriana e 

Antifúngica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos Bioativos, da UFPB e estão 

cadastradas no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado (SIGEN), sob o número A359BED. 

No preparo dos inóculos, as colônias obtidas de culturas das cepas fúngicas 

em meio Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) foram suspensas em solução fisiológica a 

0,9% estéril e ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala padrão de McFarland 

para obtenção de 106 UFC/mL [11, 12]. 
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2.4. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 
Fungicida Mínima (CFM) 

A determinação da CIM de mirtenol, voriconazol, anfotericina B e PAC 200® 
sobre cepas de A. niger foi realizada através da técnica de microdiluição em caldo, 

com placa de microtitulação contendo 96 poços, com fundo em “U” (INLAB, São 

Paulo). Para isso, inicialmente, 100 µL do caldo RPMI-1640 com L-glutamina e sem 

bicarbonato foram adicionados em todas as cavidades da placa. Seguidamente, 100 

µL dos produtos testados foram adicionados nas cavidades da primeira linha, na 

concentração inicial de 1.024 µg/mL. Posteriormente, através de uma diluição seriada 
em uma razão de dois (2:1), foram obtidas concentrações de 1024 µg/mL até 0,5 
µg/mL. Por fim, foram adicionados 10 µL do inóculo de A. niger, correspondendo a 

aproximadamente 106 UFC/mL. Deste modo, cada coluna da placa corresponde a uma 

cepa fúngica. As placas foram assepticamente fechadas e submetidas à incubação 

em temperatura de 35 ± 2ºC por 3-5 dias. Após o período, realizou-se a leitura do 

ensaio. A CIM dos produtos avaliados foi definida como a menor concentração capaz 
de inibir o crescimento fúngico visível, quando comparado com o controle de 

crescimento sem o produto testado. Considerou-se o produto ativo quando inibiu, pelo 

menos, o crescimento de 50% das cepas fúngicas investigadas [11,12,13].  

Na interpretação dos valores das CIM’s obtidas foram considerados os critérios 
estabelecidos por Sartoratto et al. [14], que considera uma substância com uma forte 

atividade sobre os microrganismos testados quando apresenta uma CIM de até 500 

µg/mL; atividade moderada (600-1500 µg/mL) e fraca atividade ou produto inativo, 

quando superior a 1500 µg/mL. O ensaio foi realizado em triplicata e o resultado 

expresso pela média aritmética dos valores das CIM’s obtidas. Além desse, realizou-

se, simultaneamente, os controles de viabilidade das cepas (RPMI + suspensão 

fúngica) e da esterilidade do meio de cultura (RPMI). 
A determinação da CFM foi realizada após a obtenção e interpretação dos 

valores das CIM’s obtidas. Com esse objetivo, 10 µL da menor concentração do 

produto capaz de inibir o crescimento fúngico visível, bem como das duas 

concentrações superiores (CIMx2) e (CIMx4), foram transferidas para as cavidades 

estéreis de uma nova placa de microdiluição de 96 poços contendo 100 µL de RPMI-

1640. O sistema foi incubado a 35 ± 2ºC por 3-5 dias. A CFM foi considerada como a 
menor concentração dos produtos onde não houve crescimento fúngico visível [15,16].  
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Avaliou-se, ainda, o modo de ação da substância teste a partir da razão 

CFM/CIM, baseando-se na metodologia utilizada por Santos et al. (2014) [17] para 

especificar a natureza do efeito antimicrobiano. Segundo os autores, substâncias que 
apresentam na sua razão CFM/CIM valores inferiores a 04 são consideradas 

fungicidas, e quando obtidos valores superiores a 04, fungistática.  

2.5. Ensaio Checkerboard – Estudo de associação entre mirtenol, anfotericina B 
e voriconazol 

 O efeito da associação de mirtenol com os antifúngicos padrões anfotericina B 

e voriconazol foi determinado através da técnica de Checkerboard para derivação do 

Índice da Concentração Inibitória Fracionada (ICIF). No ensaio, 100 μL de RPMI-1640 

foram distribuídos nas cavidades da placa de microtitulação de 96 poços com fundo 

em forma de “U”. Em seguida, 50 μL de mirtenol em concentrações estabelecidas 

(CIM×8, CIM×4, CIM×2, CIM, CIM÷2, CIM÷4, CIM÷8) foram adicionados no sentido 

vertical e 50 µL do antifúngico padrão, também, em diferentes concentrações, foram 

adicionados no sentido horizontal nos poços da placa. A última etapa consistiu na 
adição de 20 μL da suspensão fúngica, previamente ajustada de acordo com o tubo 

0,5 da escala McFarland. O ensaio foi incubado a 35 ± 2ºC por 3-5 dias, e após esse 

período, realizou-se a sua leitura objetivando averiguar se houve inibição ou 

crescimento fúngico visível [18]. 

Na avaliação do grau de eficiência da forma combinada do fitoconstituinte com 

o antifúngico padrão, a concentração inibitória fracionada (CIF) foi calculada para cada 

produto utilizado na associação, onde CIFA = CIM do produto A na combinação ÷ CIM 

do produto A individual e CIFB = CIM do produto B na combinação ÷ CIM do produto 

B individual. Posteriormente, o ICIF foi calculado através da equação: ICIF = CIFA + 

CIFB. E a partir do efeito produzido no teste o valor obtido foi interpretado da seguinte 

forma: sinergismo (ICIF ≤ 0,5); aditividade (ICIF > 0,5 e < 1); indiferença (ICIF ≥ 1 e < 
4) ou antagonismo (ICIF ≥ 4,0) [19,20]. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração 
Fungicida Mínima (CFM)  
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A avaliação da CIM é um parâmetro determinante na análise da suscetibilidade 

de um microrganismo em testes com substâncias específicas. O método de diluição 

em caldo é considerado um dos mais adequados para essa determinação, pois 
permite obter uma avaliação quantitativa e qualitativa confiável. A validação desse 

método é confirmada pela ausência de crescimento fúngico no controle de esterilidade 

e pela presença de crescimento no controle de viabilidade do microrganismo [16]. 

 Os resultados da média aritmética (n=3) das CIM’s e das CFM’s obtidas estão 
apresentados na TABELA 1. 

TABELA 1. Concentração Inibitória Mínima e Concentração Fungicida Mínima de mirtenol, voriconazol, 

anfotericina B e PAC 200® sobre cepas de Aspergillus niger. 

Cepas de  

A. niger 

mirtenol  

(µg/mL) 

voriconazol 

(µg/mL) 

anfotericina B 

(µg/mL) 

PAC 

200® 
(µg/mL) 

Controle 

da cepa 

Controle 

do meio 

 CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM   
ATCC-6275 64 128 1 4 4 4 10.000 + - 

LM-03 64 128 2 4 4 16 10.000 + - 
LM-18 64 512 2 4 4 4 10.000 + - 

LM-30 64 512 1 4 2 8 10.000 + - 

LM-36 64 512 1 4 2 8 10.000 + - 
LM-53 64 512 1 4 2 4 10.000 + - 

LM-72 64 256 2 4 2 8 10.000 + - 

LM-100 256 256 2 4 4 8 10.000 + - 
LM-120 64 256 2 4 4 4 10.000 + - 

LM-135 64 512 1 4 4 4 10.000 + - 

LM-178 64 256 1 4 4 8 10.000 + - 
LM-214 64 256 2 4 4 4 10.000 + - 

LM-345 64 256 2 4 4 8 10.000 + - 
LM-410 64 256 2 4 4 8 10.000 + - 
LM-510 128 256 2 4 4 8 10.000 + - 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

Através da análise dos resultados obtidos, pode-se observar que o mirtenol 

apresentou uma CIM80 de 64 µg/mL, concentração que inibiu 13 (86,7%) das 15 cepas 
de A. niger investigadas. Este resultado é promissor, visto que, segundo Sartoratto et 

al. [14], substâncias com valores da CIM variando de 50 a 500 µg/mL, apresentam uma 

atividade antifúngica considerada forte/ótima. 
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 Os resultados apresentados estão em convergência com os obtidos em estudo 

realizado por Nikitina et al. [21], que avaliou a atividade biológica de 16 álcoois 

monoterpenos sobre fungos filamentosos e leveduras. Entre as substâncias 
estudadas, a atividade antifúngica mais significativa foi observada para o mirtenol, que 

apresentou uma forte atividade antifúngica contra todas as cepas testadas, com uma 

CIM de 23,5 µg/mL contra Candida albicans; 47,0 µg/ml sobre Rhizopus nigricans 600 

e A. fumigatus A-1320-13 e de 23,5 µg/mL sobre Fusarium solani F-417. Além disso, 

exibiu resultados superiores aos obtidos para o antifúngico fluconazol, com uma CIM 
06 vezes menor sobre fungos filamentosos [21]. Cavalcanti et al. [10] obteve resultado 

semelhante, com a CIM de mirtenol variando de 256-512 µg/mL sobre C. albicans e 

C. parapsilosis, com inibição de 100% das cepas e com uma CFM de 512 µg/mL, 

apresentando carácter fungicida.  

O sanitizante utilizado nesse estudo, é um produto a base de ácido peracético 

em pó (PAC 200®). Essa substância é biodegradável, e apresenta um alto poder 
biocida, apresentando diversas aplicações. Além disso, ainda que em baixas 

concentrações (<0,3%), apresenta uma notável atividade na eliminação de esporos, 

bactérias, vírus e fungos [22]. No entanto, na presente pesquisa, a inibição do 

crescimento fúngico apenas foi observada na sua maior concentração recomendada 

para obtenção de efeito antifúngico (10.000 µg/mL), inibindo 100% das cepas. Esse 

dado é semelhante ao encontrado por Dantas [22], ao avaliar sua atividade antifúngica 
sobre cepas de Penicillium citrinum. Deste modo, o efeito antifúngico de PAC 200® se 
mostrou inferior ao obtido para o mirtenol sobre cepas de A. niger de origem ambiental. 

Tratando-se do voriconazol, antifúngico azólico, considerado primeira escolha 

no tratamento da aspergilose, sua CIM60 foi definida em 2,0 µg/mL e nesta 
concentração, a droga foi capaz de inibir 09 (60%) das 15 cepas de A. niger. A 

anfotericina B, antifúngico da classe dos poliênicos e segunda escolha nas infecções 
por Aspergillus, apresentou uma CIM80 de 4,0 µg/mL, com inibição do crescimento de 

12 das 15 cepas (80%). Valores definidos conforme inibição de pelo menos 50% das 

cepas avaliadas.  

Com o objetivo de avaliar a sensibilidade antimicrobiana de leveduras e fungos 

filamentosos de importância clínica a agentes antifúngicos, o Instituto de Padrões 

Clínicos e Laboratoriais (CLSI) e o Comitê Europeu de Testes de Suscetibilidade 
Antimicrobiana (EUCAST), propuseram "valores de corte" ou breakpoints na 

interpretação dos resultados da CIM dos antifúngicos testados [6]. Esses valores são 
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utilizados como preditores do sucesso clínico da terapia, no entanto, não devem ser 

considerados de forma isolada, mas sim, associados a outros fatores prognósticos 

relevantes em cada caso. 
De acordo com o documento M38-A do CLSI [12], a CIM da anfotericina B contra 

a maioria dos fungos filamentosos, comumente, varia de 0,5 a 2,0 µg/mL. Embora haja 

poucos dados disponíveis sobre a relação entre a CIM e o resultado do tratamento 

com anfotericina B, valores da CIM acima de 2,0 µg/mL foram associadas a um 

resultado insatisfatório da terapia antifúngica, enquanto CIM’s abaixo de 2,0 µg/mL, 

com uma cura clínica. Esse resultado foi observado em 28 pacientes submetidos ao 
tratamento com anfotericina B para aspergilose invasiva causada por A. fumigatus (08 

casos), A. flavus (12 casos) e A. terrus (09 casos). O documento não fornece dados 

sobre a correlação entre a CIM e o resultado do tratamento com voriconazol. 

O EUCAST [23] definiu que valores da CIM ≤ 1,0 µg/mL de anfotericina B sobre 

cepas de A. niger indicam sensibilidade e valores superiores a 1 µg/mL, resistência. 

Para o voriconazol, relatam evidência insuficiente de que essa espécie seja um bom 

alvo para o referido fármaco. Isto posto, analisando comparativamente os valores da 
CIM da anfotericina B, com os valores de corte supracitados, as cepas de A. niger 

avaliadas se apresentaram resistentes à anfotericina B. Esse resultado converge com 
a literatura científica que apresenta relatos de resistência de Aspergillus spp. a 

anfotericina B. 
A resistência de Aspergillus spp. à anfotericina B ainda não é completamente 

compreendida. No entanto, existem dois mecanismos que parecem estar envolvidos: 

o aumento da produção de catalases, que protegem a célula fúngica do estresse 

oxidativo causado pelo antifúngico e a diminuição da concentração de ergosterol na 

membrana celular, como uma consequência de mutações na via de síntese [24]. 

A partir do resultado da CIM, foi realizado o ensaio de determinação da 

Concentração Fungicida Mínima (CFM) para em seguida determinar a natureza 
fungicida/fungistática de mirtenol (TABELA 2). O valor da CFM de mirtenol foi 

estabelecido em 256 µg/mL, concentração na qual inibiu 08 (53,3%) das 15 cepas de 
A. niger. Desse modo, fundamentando-se nos critérios utilizados por Santos et al. [17], 

o mirtenol apresentou, no presente estudo, natureza fungicida para 10 (CFM/CIM ≤ 4) 

das 15 cepas testadas (66,7%). 
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TABELA 2. Resultado da razão CFM/CIM de mirtenol, voriconazol e anfotericina B sobre cepas de 
Aspergillus niger. 

Cepas de 
A. niger 

mirtenol 
(µg/mL) 

voriconazol 
(µg/mL) 

anfotericina B 
(µg/mL) 

 CFM/CIM Efeito CFM/CIM Efeito CFM/CIM Efeito 

ATCC-6275 128/64=2 Fungicida 4/1=4 Fungicida 4/4=1 Fungicida 

LM-03 128/64=2 Fungicida 4/2=2 Fungicida 16/4=4 Fungicida 

LM-18 512/64=8 Fungistático 4/2=2 Fungicida 4/4=1 Fungicida 
LM-30 512/64=8 Fungistático 4/1=4 Fungicida 8/2=4 Fungicida 

LM-36 512/64=8 Fungistático 4/1=4 Fungicida 8/2=4 Fungicida 
LM-53 512/64=8 Fungistático 4/1=4 Fungicida 4/2=2 Fungicida 
LM-72 256/64=4 Fungicida 4/2=2 Fungicida 8/2=4 Fungicida 

LM-100 256/256=1 Fungicida 4/2=2 Fungicida 8/4=2 Fungicida 

LM-120 256/64=4 Fungicida 4/2=2 Fungicida 4/4=1 Fungicida 
LM-135 512/64=8 Fungistático 4/1=4 Fungicida 4/4=1 Fungicida 

LM-178 256/64=4 Fungicida 4/1=4 Fungicida 8/4=2 Fungicida 

LM-214 256/64=4 Fungicida 4/2=2 Fungicida 4/4=1 Fungicida 

LM-345 256/64=4 Fungicida 4/2=2 Fungicida 8/4=2 Fungicida 
LM-410 256/64=4 Fungicida 4/2=2 Fungicida 8/4=2 Fungicida 

LM-510 256/128=2 Fungicida 4/2=2 Fungicida 8/4=2 Fungicida 

Legenda: Classificado de acordo com o critério utilizado na análise em Fungicida/Fungistática. 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

O resultado apresentado possui grande relevância, visto que no efeito fungicida 

as células são mortas e não demostram risco de desenvolvimento de resistência 

microbiana, sendo a substância considerada como uma opção terapêutica no 

tratamento de pacientes imunodeprimidos. Acima de tudo importante no tratamento 

da aspergilose, que acomete principalmente indivíduos nessa condição. Substâncias 

fungistática apenas impedem a célula fúngica de se desenvolverem, apresentando 

maiores riscos de surgimento de mecanismos de resistência [25].  

O antifúngico anfotericina B apresentou um valor da CFM de 8,0 µg/mL, e o 
voriconazol de 4,0 µg/mL. Ambos apresentaram natureza fungicida para 100% das 
cepas de A. niger, conforme critério discutido anteriormente. A determinação da CFM 

do sanitizante PAC 200® não foi realizada em detrimento da alta concentração 

necessária para obtenção de seu efeito antifúngico, não sendo viável realizá-la.  

Nos controles realizados, a esterilidade do meio de cultura (RPMI-1640) foi 

atestada pela ausência de crescimento do microrganismo nas cavidades onde foram 
adicionados apenas o RPMI-1640, bem como crescimento das cepas fúngicas 
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cultivadas na ausência do fitoconstituinte e dos antifúngicos padrões, confirmando a 

sua viabilidade.  

3.2 Estudo de associação entre mirtenol e os antifúngicos padrões 

A terapia combinada é uma estratégia promissora no combate a resistência 

apresentada pelos microrganismos, bem como no aumento do espectro de ação e 

eficácia dos antifúngicos utilizados na prática clínica. Essa combinação representa a 

possibilidade de redução da concentração utilizada dos antifúngicos isolados, com 

consequente redução da toxicidade e diminuição dos altos custos implicados na 

pesquisa, desenvolvimento e produção de novas substâncias antifúngicas [26].  

Com o objetivo de reduzir as doses necessárias de mirtenol e dos antifúngicos 

padrões voriconazol e anfotericina B, na obtenção do efeito antifúngico eficaz sobre 
cepas de A. niger, realizou-se o ensaio de associação utilizando a técnica 

Checkerboard. Esse teste comparou a CIM das drogas isoladas, com a CIM 

combinada (TABELAS 3 e 4). 

TABELA 3. Efeito da combinação de mirtenol com o antifúngico voriconazol sobre cepas de Aspergillus 

niger. 

A. niger mirtenol voriconazol mirtenol + voriconazol Resultado 

 CIF CIF ICIF  
ATCC-6275 0,125 µg/mL 0,125 µg/mL 0,125+0,125 = 0,25 

µg/mL 
Sinergismo 

 

LM-03 0,5 µg/mL 0,125 µg/mL 0,5+0,125 = 0,625 µg/mL Aditividade 

Legenda: CIF - Concentração Inibitória Fracionada; ICIF - Índice da Concentração Inibitória Fracionada. 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

TABELA 4. Efeito da combinação de mirtenol com o antifúngico anfotericina B sobre cepas de 
Aspergillus niger. 

A. niger mirtenol anfotericina B mirtenol + anfotericina B Resultado 

 CIF CIF ICIF  
ATCC-6275 0,125 µg/mL 0,125 µg/mL 0,125+0,125=0,25 µg/mL Sinergismo 

LM-03 0,125 µg/mL 0,125 µg/mL 0,125+0,125=0,25 µg/mL Sinergismo 

Legenda: CIF - Concentração Inibitória Fracionada; ICIF - Índice da Concentração Inibitória Fracionada. 

Fonte: Elaboração própria (2023). 
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Diante dos valores apresentados, observa-se que o mirtenol foi capaz de 

reduzir todas as CIM’s obtidas do voriconazol e da anfotericina B na combinação, 

quando comparados aos valores da CIM individual. O resultado da associação de 
mirtenol e voriconazol divergiu entre a cepa padrão de A. niger (ATCC-6247) e a cepa 

de origem ambiental (LM-03). Na primeira, a combinação resultou em um efeito 

sinérgico; e na segunda, em aditividade. Essa diferença pode estar relacionada com 

as diferenças fisiológicas e genéticas entre cepa padrão e cepa de origem ambiental 
(TABELA 3). 

A TABELA 4 apresenta os valores da associação entre o mirtenol e a 

anfotericina B, que nesta combinação, exibiu os mesmos valores (ICIF: 0,25 µg/mL), 

para ambas as cepas. Valores de ICIF ≤ 0,5 caracterizam um efeito sinérgico entre as 

substâncias associadas. Este resultado condiz com o apresentado em estudo 

realizado por Cavalcanti et al. [10], no qual essa combinação também apresentou efeito 

sinérgico contra Candida albicans ATCC-76485 e C. parapsilosis ATCC-22019. Do 

mesmo modo, efeito sinérgico foi observado na combinação de mirtenol e fluconazol 
contra C. parapsilosis ATCC-22019. 

Em estudo realizado por Maione et al. [27], o mirtenol apresentou efeito sinérgico 

quando combinado com o antifúngico caspofungina, como também, com o 
antimicrobiano meropeném, na inibição da formação de biofilmes mistos por C. auris 

e Klebisiella pneumoneae em baixas doses. Quando combinado com a caspofungina, 

a CIM obtida foi de 2,5 µg/mL de mirtenol e 0,01 µg/mL de caspofungina, com uma 

inibição do biofilme de 80%. Esse dado é sobremaneira relevante, visto que os 

biofilmes são reservatórios de microrganismos, que apresentam uma elevada 

resistência a um grande número de antimicrobianos e causam impactos negativos à 

saúde dos acometidos. 

Tratando-se dos ensaios de associação entre antimicrobianos, o termo 
sinergismo retrata uma interação positiva entre dois agentes, de maneira que juntos 

eles exercem efeito inibitório maior do que a soma dos efeitos dos antifúngicos 

isolados [22]. Enquanto a aditividade, representa a capacidade de duas ou mais 

substâncias, quando combinadas, atuarem por uma mesma via biológica, porém de 

formas diferentes, aumentando a eficácia da atividade terapêutica. Outra vantagem 

deste efeito, é a diminuição da toxicidade devido a redução das concentrações 
administradas [25]. 
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A importância desta pesquisa reside na contribuição acerca do conhecimento 

sobre as propriedades antimicrobianas de mirtenol, bem como da classe dos 

monoterpenos. Ressalta-se o caráter inovador do estudo com relação a atividade 
antifúngica de mirtenol sobre cepas de A. niger, assim como, a sua associação com 

antifúngicos padrões. 

Compreender as possíveis relações entre fungos, homem e meio ambiente, 

salienta a possibilidade da criação de fluxos que minimizem os agravos à saúde. Isso 

pode ocorrer tanto à nível de prevenção, como à nível terapêutico, a partir do estudo 

de novas drogas antifúngicas. 

 

4 Conclusão 

Os resultados obtidos nesta pesquisa evidenciam a notável atividade 

antifúngica apresentada pelo mirtenol. Esse fitoconstituinte exibiu uma atividade 
inibitória sobre o crescimento de todas as cepas de A. niger avaliadas, com um valor 

de CIM de 64 µg/mL e de CFM de 256 µg/mL, bem como uma potencial atividade 
fungicida para a maioria das cepas testadas. 

A associação entre o mirtenol e a anfotericina B resultou em sinergismo em 

ambas as cepas. Um efeito sinérgico foi observado na combinação do fitoconstituinte 

com o voriconazol para a cepa padrão. Porém, para a cepa de origem ambiental, 

observou-se um efeito aditivo. Nas situações descritas, houve reduções significativas 

das CIM’s dos produtos combinados, quando comparada com o valor da CIM isolada. 

Essa redução representa a possibilidade da utilização de menores concentrações 
desses produtos para a obtenção de efeito antifúngico sobre cepas de A. niger. 

Estudos adicionais, que avaliem o mecanismo de ação de mirtenol, como 

também sua toxicidade, fazem-se necessários e são indispensáveis para a garantia 
da sua eficácia, aplicação clínica e segurança do seu uso in vivo como antifúngico. 
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Antifungal activity and mechanism of action of myrtenol on Aspergillus niger strains of 
environmental origin 

 

 

RESUMO 

Introdução: Aspergillus niger é uma espécie fúngica considerada contaminante ambiental, 

com alta taxa de isolamento em ambientes construídos. Frequentemente, está envolvida em 

casos de aspergilose, doença de difícil tratamento e prognóstico. A elevada resistência fúngica 

e a toxicidade dos antifúngicos atuais, evidenciam a urgente necessidade da descoberta de novos 

agentes com propriedades antifúngicas. Para tanto, plantas medicinais, seus óleos essenciais e 

constituintes individuais vêm sendo amplamente investigadas. O fitoconstituinte mirtenol 

apresenta importantes propriedades farmacológicas conhecidas, incluindo atividade 

antimicrobiana. Objetivo: Investigar o efeito de mirtenol sobre o crescimento micelial de cepas 

de A. niger, bem como elucidar o seu mecanismo de ação. Métodos: A ação de mirtenol, em 

diferentes concentrações, sobre o crescimento micelial radial de A. niger foi avaliado pela 

técnica de difusão em meio sólido. Os possíveis efeitos desse monoterpeno sobre a parede 

celular (sorbitol 0,8 M) e a membrana citoplasmática fúngica (ligação do fitoconstituinte ao 

ergosterol) também foram investigados. Resultados: O fitoconstituinte inibiu, 

significativamente (p<0,05), o crescimento micelial das cepas ATCC-6275 e LM-03 de A. niger 

na Concentração Inibitória Mínima (CIMx2) - 128 µg/mL e CIMx4 (256 µg/mL), com 

resultados superiores aos da anfotericina B, nas suas respectivas concentrações. O voriconazol 

apresentou uma inibição marginalmente significativa (p<0,001) em todas as concentrações 

testadas, em ambas as cepas. O mecanismo de ação antifúngica de mirtenol, provavelmente, 

envolve a sua atuação sobre a parede celular dos fungos, como também, a sua ligação ao 

ergosterol da membrana citoplasmática fúngica. Conclusão: Os achados deste estudo 

reafirmam as propriedades antifúngicas de mirtenol sobre cepas de A. niger.  

Palavras-chave: Monoterpeno, Fitoconstituinte. Atividade antimicrobiana, Aspergilose. 
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ABSTRACT 

Introduction: Aspergillus niger is a fungal species considered an environmental contaminant, 

with a high rate of isolation in built environments. It is frequently involved in cases of 

aspergillosis, a disease that is difficult to treat and prognose. The high fungal resistance and the 

toxicity of current antifungals, highlight the urgent need to discover new agents with antifungal 

properties. Therefore, medicinal plants, their essential oils and individual constituents have 

been widely investigated. The phytoconstituent myrtenol has important known 

pharmacological properties, including antimicrobial activity. Objective: To investigate the 

effect of myrtenol on the mycelial growth of A. niger strains, as well as to elucidate its 

mechanism of action. Methods: The action of myrtenol, at different concentrations, on the 

radial mycelial growth of A. niger was evaluated by the technique of diffusion in solid medium. 

The possible effects of this monoterpene on the cell wall (0.8 M sorbitol) and the fungal 

cytoplasmic membrane (binding of the phytoconstituent to ergosterol) were also investigated. 

Results: The phytoconstituent significantly inhibited (p<0.05) the mycelial growth of the 

ATCC-6275 and LM-03 strains of A. niger at the Minimum Inhibitory Concentration (MICx2) 

- 128 µg/mL and MICx4 (256 µg/mL), with results superior to those of amphotericin B, in their 

respective concentrations. Voriconazole showed marginally significant inhibition (p<0.001) at 

all concentrations tested, in both strains. Myrtenol's antifungal mechanism of action probably 

involves its action on the fungal cell wall, as well as its binding to ergosterol in the fungal 

plasma membrane. Conclusion: The findings of this study reaffirm the antifungal properties of 

myrtenol against A. niger strains. 

Keywords: Monoterpene, Phytoconstituent. Antimicrobial activity, Aspergillosis. 
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1 INTRODUÇÃO 

A qualidade do ar de ambientes internos (QAI) é reconhecida como um problema de 

saúde pública. Um dos principais desafios associados a essa questão é a presença de fungos 

patogênicos em ambientes como escritórios, hospitais e residências. Essa presença tem sido 

associada a um maior risco de efeitos adversos à saúde, sendo os problemas respiratórios os 

mais comuns. Além disso, esses microrganismos têm sido apontados como contribuintes para 

o surgimento da Síndrome do Edifício Doente (SED) e outras doenças relacionadas a 

edificações (ROGAWANSAMY et al., 2015; WHILEY et al., 2018). 

O gênero Aspergillus é reconhecido como um dos alergênicos mais prevalentes em 

ambientes internos (ROGAWANSAMY et al., 2015), sendo um dos maiores gêneros de fungos 

filamentosos que podem causar doenças em humanos, englobando aproximadamente 340 

espécies (FERREIRA, 2021). Entre elas, merece destaque Aspergillus niger, que é a segunda 

mais identificada no ar e em materiais de construções internas, sendo citada em 

aproximadamente 68% dos estudos avaliados pelos autores (AL HALLAK et al., 2023). Essa 

alta ocorrência em ambientes construídos ressalta a importância de monitorar e controlar a 

exposição a esse fungo, visando à prevenção de problemas de saúde associados. 

A. niger está implicada em uma variedade de condições clínicas, incluindo rinossinusite, 

infecções pulmonares, cardíacas, otomicoses e aspergilose, entre outras (FERREIRA et al., 

2021a). A aspergilose é considerada como uma das doenças fúngicas oportunistas mais comuns. 

Estima-se que cerca de 30 milhões de pessoas estejam em risco de desenvolverem aspergilose 

invasiva a cada ano, especialmente aqueles com comprometimento da função imunológica, 

baixa contagem de neutrófilos, receptores de transplante de órgãos sólidos e pacientes em 

terapias imunossupressoras (LIMA et al., 2018).  

As manifestações clínicas da aspergilose incluem desde reações alérgicas leves, como 

rinite e sinusite, até formas mais graves e potencialmente letais, como a aspergilose 

broncopulmonar alérgica, aspergilose pulmonar crônica e fibrótica, aspergiloma e aspergilose 

pulmonar invasiva. Cada uma dessas manifestações apresenta características específicas e 

requerem abordagens de tratamento adequadas (OLIBONI, 2022).  

Apesar disso, o uso de antifúngicos tem sido uma conduta comum e necessária no 

manejo dessa doença, sendo os azólicos (voriconazol e o isavuconazol) e os poliênicos 

(anfotericina B), os mais preconizados. O voriconazol é considerado a primeira escolha no 

tratamento da aspergilose invasiva (RABAGLIATI, 2018). Nos casos em que os azóis não são 
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tolerados ou estão contraindicados, as formulações lipídicas da anfotericina B são 

recomendadas (CADENA et al., 2021).  

No entanto, existem limitações importantes no uso desses medicamentos na prática 

clínica, tais como: a alta resistência de Aspergillus spp. aos antifúngicos azólicos, e em menor 

medida, à anfotericina B; e a nefrotoxicidade causada por esse poliênico, mesmo em suas 

formulações lipídicas (FERREIRA et al., 2021a). Essa problemática limita as opções de 

tratamento para a aspergilose e destaca a necessidade de abordagens terapêuticas alternativas. 

Diante disso, tornou-se urgente a realização de estudos objetivando a descoberta de novas 

substâncias com aplicação no tratamento dessa doença.  

Os produtos naturais e seus derivados têm se mostrado uma fonte de compostos 

bioativos, incluindo aqueles com atividade antifúngica, baixa toxicidade e custo reduzido. Entre 

os compostos naturais mais promissores estão os monoterpenos (BONFIM DE BARROS et al., 

2023), que são descritos como os componentes mais significativos dos óleos essenciais, 

correspondendo a aproximadamente 90% de todos os compostos presentes (GOMES et al., 

2017). 

Nesse contexto, o mirtenol (C10H160), um composto volátil da classe dos monoterpenos, 

tem despertado grande interesse nos últimos anos. Trata-se de um álcool bicíclico de origem 

vegetal, conhecido por seu aroma agradável e com uma ampla utilização em uma variedade de 

produtos cosméticos e não cosméticos. Pode ser encontrado no óleo essencial de diversas 

plantas aromáticas, incluindo Rhodiola rosea L e Myrtus communis L. Esse composto, em 

particular, pode ser obtido através da oxidação do α-pineno (MRABTI et al., 2023).  

Além de suas propriedades aromáticas, o mirtenol tem sido amplamente estudado por 

suas atividades e efeitos terapêuticos. Entre as principais propriedades farmacológicas 

relatadas, encontram-se: efeito anti-inflamatório, antinociceptivo, antioxidante (GOMES et al., 

2017; NIKITITA et al., 2021), antibacteriano contra Staphylococcus aureus (CORDEIRO et 

al., 2020) e antifúngico contra Candida albicans (NIKITITA et al., 2021), C. parapsilosis 

(CAVALCANTI et al., 2021), Rhizopus nigricans-600, A. fumigatus A-1320-13 e Fusarium 

solani F-417 (NIKITITA et al., 2021).  

Apesar da notável atividade antifúngica de mirtenol sobre cepas de A. niger já ter sido 

relatada, tanto isoladamente quanto em associação com os antifúngicos sintéticos voriconazol 

e anfotericina B (OLIVEIRA et al., 2023), o seu efeito sobre estruturas fúngicas essenciais para 

a propagação e virulência de A. niger, bem como o seu mecanismo de ação contra fungos 

filamentosos ainda é desconhecido. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito 
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antifúngico de mirtenol sobre o crescimento micelial e elucidar o seu possível mecanismo de 

ação contra cepas de A. niger de origem ambiental. 

2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Local de desenvolvimento da pesquisa 

Os ensaios de atividade antifúngica de mirtenol foram desenvolvidas no Laboratório de 

Pesquisa em Atividade Antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e/ou Sintéticos 

Bioativos, do Departamento de Ciências Farmacêuticas (DCF), na Universidade Federal da 

Paraíba (UFPB), João Pessoa, Brasil. 

2.2 Fitoconstituinte e antifúngicos sintéticos 

 O mirtenol (Figura 1), foi obtido da Sigma-Aldrich® Ltda. (São Paulo, SP, Brasil) e 

fornecido pelo pesquisador Dr. José Maria Barbosa Filho, da Universidade Federal da Paraíba, 

João Pessoa, Brasil. Para fins de controle, foram utilizados os antifúngicos sintéticos: 

anfotericina B e voriconazol (Sigma-Aldrich® Ltda). A escolha desses antifúngicos se deve a 

sua ampla utilização no tratamento da arpergilose. 

As substâncias foram preparadas no momento da execução dos ensaios com vistas a 

obtenção das concentrações necessárias. Para isso, inicialmente, foram pesadas na concentração 

de 1.024 µg/mL, solubilizadas em 150 µL (3%) de Dimetil-sulfóxido (DMSO) (MERK®) e 

adicionados 100 µL (2%) de Tween 80 (INLAB®). O volume final foi atingido pela adição de 

água destilada estéril q.s.p 5 mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991). 

Figura 1. Estrutura química de mirtenol. 

 

Fonte: Mrabti et al. (2023). 

2.3 Cepas de Aspergillus niger 

 Para a realização dos ensaios de atividade antifúngica in vitro foram selecionadas, 

aleatoriamente, uma cepa de A. niger da linhagem padrão - American Type Culture Colletion 
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(ATCC-6275) e uma cepa de origem ambiental (LM-03). Estas cepas fúngicas foram cedidas 

pela Micoteca do laboratório de Pesquisa em atividade antibacteriana e antifúngica de Produtos 

Naturais e/ou Sintéticos, da UFPB. Cadastradas no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio 

Genético e do conhecimento Tradicional Associado (SIGEN), sob o número A359BED. 

No preparo dos inóculos, as colônias das cepas fúngicas cultivadas em meio Ágar 

Sabouraud Dextrose (ASD), foram suspensas em solução fisiológica estéril a 0,9% e ajustadas 

conforme o tubo 0,5 da escala padrão de McFarland, resultando em uma concentração de 106 

UFC/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; CLSI, 2008). 

2.4 Efeito de mirtenol sobre o crescimento micelial de Aspergillus niger 

As análises da interferência de mirtenol, voriconazol e anfotericina B sobre o crescimento 

micelial radial de A. niger foram determinadas pela técnica de diluição em meio sólido, descrita 

por Thyagara e Hosono (1996); Adan (1998) e por Daferera, Ziogas, Polission (2003), com 

algumas modificações.  

Para a execução da técnica, inicialmente, foram preparadas placas de Petri estéreis com 8 

ml de Ágar Sabouraud Dextrose (ASD). Em seguida, uma porção de 2 mm de diâmetro foi 

obtida de uma cultura com 3-5 dias de crescimento em ASD a 35 ±2°C e adicionada no centro 

de cada placa de Petri contendo o meio ASD acrescido de mirtenol, nas concentrações CIM (64 

µg/mL), CIMx2 (128 µg/mL) e CIMx4 (256 µg/mL). Essas concentrações foram definidas com 

base em resultados obtidos em estudo anterior (OLIVEIRA et al., 2023). 

O sistema foi então incubado a uma temperatura de 35±2°C por períodos variados (0, 1, 

2, 3, 4 dias). Em cada intervalo de tempo, o crescimento micelial radial da colônia fúngica foi 

medido e registrado em milímetros (mm), com o auxílio de um paquímetro. Os resultados 

apresentados são a média ± erro padrão de três experimentos realizados de forma independente.  

Ensaio semelhante foi realizado com os antifúngicos padrões voriconazol e anfotericina 

B. O voriconazol foi testado nas concentrações CIM (2 µg/mL), CIMx2 (4 µg/mL) e CIMx4 (8 

µg/mL) e a anfotericina B – CIM (4 µg/mL), CIMx2 (8 µg/mL) e CIMx4 (16 µg/mL). 

Concentrações definidas conforme estudo realizado por Oliveira et al. 2023. Esses antifúngicos 

são considerados como primeira e segunda escolha, respectivamente, no tratamento da 

aspergilose. 

Para fins de comparação, foram realizadas as medidas do crescimento micelial de A. niger 

em ASD sem a presença do fitoconstituinte, assim como na presença de voriconazol e 

anfotericina B.  
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2.5 Ensaios de atividade antifúngica in vitro com alvos específicos 

2.5.1 Ação de mirtenol na parede celular fúngica 

Para avaliar se a atividade antifúngica de mirtenol ocorre pela sua atuação na parede 

celular fúngica, realizou-se o ensaio com sorbitol, um protetor osmótico utilizado para 

estabilizar os protoplastos fúngicos. Considerando essa característica, a CIM do produto 

investigado na presença de sorbitol exógeno (0,8 M) foi comparada com a CIM obtida na sua 

ausência (controle). Um aumento no valor da CIM, na presença do protetor osmótico, sugere 

que a parede celular pode ser um possível alvo de ação para o produto em questão. 

A determinação da CIM de mirtenol na presença do sorbitol foi realizada por 

microdiluição, utilizando placas de microtitulação contendo 96 cavidades (INLAB, São Paulo), 

com fundo em forma de “U” e em triplicata. Em cada cavidade da placa foram adicionados 100 

µL do meio líquido Sabourand Dextrose (CSD), ao qual foi adicionado previamente sorbitol 

(PM = 182,17) (Sigma-Aldrich® Brasil Ltda). Em seguida, 100 µL do fitoconstituinte foram 

adicionadas as cavidades da primeira linha da placa. Utilizando uma diluição seriada em uma 

razão de dois (2:1), foram obtidas concentrações de mirtenol de 1024 µg/mL até 0,5 µg/mL e, 

no caso do sorbitol, uma concentração final de 0,8 M em cada cavidade. Por fim, 10 µL do 

inóculo fúngico foram adicionados às cavidades, sendo que cada coluna da placa corresponde 

a uma cepa fúngica específica. 

Um procedimento semelhante foi realizado com a anfotericina B, antifúngico com 

mecanismo de ação conhecido, que neste ensaio foi utilizado como controle. Além disso, o 

controle de viabilidade das cepas de A. niger foi feito utilizando 100 µL de CSD e sorbitol (0,8 

M) e 10 µL do inóculo de cada espécie. A esterilidade do meio foi verificada por meio da adição 

de 100 µL do CSD, na ausência da suspensão fúngica. As placas foram seladas e incubadas a 

35±2 °C por 3-5 dias, seguindo os protocolos descritos por Frost et al. (1995) e Zacchino 

(2001). 

2.5.2 Ação de mirtenol na membrana citoplasmática fúngica – interação com o ergosterol 

Este ensaio avalia a ação de mirtenol na membrana citoplasmática fúngica por meio da 

comparação dos valores da sua CIM obtida na ausência e na presença de ergosterol exógeno. 

Se a atividade desse fitoconstituinte estiver relacionada a sua ligação ao ergosterol da 

membrana fúngica, o ergosterol exógeno adicionado ao meio, impedirá sua ligação. Logo, 

ocorrerá um aumento da CIM de mirtenol na sua presença, pois serão necessárias maiores 
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concentrações do monoterpeno para que sua ligação ao ergosterol ocorra (FERREIRA et al., 

2021a).  

Para esse propósito, a determinação da CIM de mirtenol sobre cepas de A. niger foi 

realizada por microdiluição, utilizando placas de microtitulação contendo 96 cavidades, com 

fundo em forma de “U” (INLAB, SP). O meio de cultura (CSD) foi utilizado na ausência e na 

presença de 400 µg/mL de ergosterol (Sigma-Aldrich® Brasil Ltda.) (ESCALANTE et al., 

2008). 

Foi realizado o mesmo procedimento com o antifúngico sintético anfotericina B, cujo 

mecanismo de ação é conhecido e envolve sua interação com o ergosterol da membrana 

citoplasmática fúngica. A anfotericina B foi utilizada como controle neste estudo. As placas 

foram seladas e incubadas a uma temperatura de 35±2°C por um período de 3-5 dias. 

Por fim, foi realizado o controle de viabilidade das cepas de A. niger, adicionando 200 

µL do mesmo meio de cultura (CSD) contendo ergosterol e 10 µL do inóculo de cada cepa. 

Ademais, também foi feito um controle de esterilidade do meio, adicionando 200 µL do CSD, 

sem a suspensão fúngica, nas cavidades da placa destinadas a esta finalidade. Os ensaios foram 

realizados em triplicata e expressos como média ± D.P. 

2.6 Análises estatísticas 

O teste t de Student foi realizado com o objetivo de investigar em que medida houve 

diferenças significativas entre a inibição do crescimento micelial radial das cepas ATCC e LM-

03 de A. niger, quando comparadas com o controle (crescimento fúngico na ausência do 

fitoconstituinte). Foi estabelecido um intervalo de confiança de 95% para as diferenças entre as 

médias, considerando o valor de p < 0,05. 

 3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A produção de hifas e a subsequente formação de micélios desempenham um papel 

crucial na virulência das espécies de Aspergillus. Durante uma infecção, o crescimento 

longitudinal das hifas facilita a penetração nas camadas mais profundas da pele, enquanto o 

crescimento lateral agrava os danos causados. Além disso, as hifas são mais resistentes à 

fagocitose e têm a capacidade de induzir apoptose em macrófagos, muitas vezes se formando 

dentro dessas células após a fagocitose (GUERRA et al., 2015; MENEZES et al., 2022). 

Tendo em vista o exposto, a ação de mirtenol, voriconazol e anfotericina B foi 

investigada sobre o crescimento micelial das cepas ATCC-6275 e LM-03 de A. niger. Os 

resultados deste ensaio estão registrados nas Figuras 2 e 3. 
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Figura 2. Crescimento micelial radial (mm) produzido por Aspergillus niger (ATCC-6235) na 

ausência (controle) e na presença de mirtenol (2A), anfotericina B (2B) e voriconazol (2C). 

2A  2B   

 

2C  
 

Nota: Valores estatisticamente significativos para *p < 0,05, **p<0,001. 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

Figura 3. Crescimento micelial radial (mm) produzido por Aspergillus niger (LM-03) na 

ausência (controle) e na presença de mirtenol (3A), anfotericina B (3B) e voriconazol (3C). 

3A 3B  
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3C  
 

Nota: Valores estatisticamente significativos para *p < 0,05, **p<0,001. 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

 

Conforme observado, nas concentrações CIMx2 (128 µg/mL) e CIMx4 (256 µg/mL) de 

mirtenol, o crescimento micelial da cepa padrão ATCC-6275 de A. niger foi significativamente 

reduzido (*p<0,05), quando comparado com o controle (ausência do fitoconstituinte). Em se 

tratando da cepa de origem ambiental LM-03 (Figura 3A), a inibição na concentração CIMx2 

(128 µg/mL) foi considerada marginalmente significativa (*p=0,058) e na CIMx4, significativa 

(*p < 0,05) em relação ao controle. 

 As cepas de A. niger na ausência do monoterpeno, apresentaram uma taxa constante de 

crescimento no decorrer dos dias, ratificando o efeito antifúngico considerável de mirtenol 

(Figura 2A e 3A). Além disso, os achados deste estudo sugerem que a ação de mirtenol é dose-

dependente, uma vez que não houve inibição significativa na presença de 64 µg/mL (CIM) de 

mirtenol, sendo esse efeito observado com o aumento da sua concentração.  

O antifúngico anfotericina B, nas três concentrações investigadas - CIM (4 µg/mL), 

CIMx2(8 µg/mL) e CIMx4 (16 µg/mL) - não apresentou efeito inibitório significativo no 

crescimento micelial das cepas ATCC-6275 e LM-03 de A. niger, quando comparado ao 

controle (Figura 2B e 3B). Os resultados demonstraram ainda que o mirtenol foi mais potente 

na inibição do crescimento micelial de A. niger (*p <0,05), nas duas cepas testadas, do que a 

anfotericina B, em todas as concentrações investigadas. Este resultado apresenta grande 

relevância, uma vez que a anfotericina B, ainda que amplamente utilizada, apresenta 

importantes limitações de uso, como a resistência fúngica já relatada e a sua elevada 

nefrotoxicidade, mesmo nas formas lipossomais. Esse último efeito é comum em 

aproximadamente 65% dos pacientes e pode levar a perda significativa da função renal, 
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necessitando até mesmo de diálise (FERREIRA et al., 2021a). O que ratifica a urgente 

necessidade da descoberta de substâncias que possam ser utilizadas como alternativas 

terapêuticas nesses quadros.  

A inibição do micélio de A. niger pelo voriconazol, na cepa padrão e na ambiental, foi 

significativamente mais potente (**p<0,001), do que a observada para o mirtenol e a 

anfotericina B, em todas as concentrações investigadas. Esse resultado é semelhante aos obtidos 

em estudo recente (OLIVEIRA et al., 2023), onde todas as cepas de A. niger investigadas foram 

sensíveis ao voriconazol. Esse azólico é considerado padrão-ouro no tratamento da aspergilose.  

Um dos principais desafios no desenvolvimento de novos antifúngicos reside na 

similaridade entre células fúngicas e células humanas. Por esse motivo, os alvos para a ação de 

um novo antifúngico precisam ser únicos ou pelo menos suficientemente diferentes do 

hospedeiro. Nesse contexto, duas estruturas fúngicas de grande importância se tornam alvos 

para a detecção de agentes antifúngicos: a parede celular dos fungos e o ergosterol presente na 

membrana citoplasmática fúngica (MENEZES et al., 2022). Em vista disso, a possível ação de 

mirtenol nessas duas estruturas foram investigadas por meio dos ensaios com sorbitol e 

ergosterol. 

A parede celular dos fungos é uma estrutura complexa e vital que fornece suporte, 

proteção e desempenha papéis essenciais na sobrevivência, patogenicidade e interação dos 

fungos com o ambiente. Por esse motivo, tem sido um alvo importante para o desenvolvimento 

de antifúngicos, uma vez que as alterações na organização ou a sua ruptura funcional estão 

envolvidas com a morte do fungo. 

Dessa forma, o crescimento das cepas ATCC-6235 e LM-03 de A. niger foi avaliado na 

presença e na ausência de sorbitol (0,8 M), objetivando investigar se a ação antifúngica ocorre 

por meio da desestabilização da parede celular fúngica. Os resultados deste ensaio estão 

registrados na Tabela 1. 

Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) de mirtenol na ausência e na presença de 

sorbitol exógeno (0,8 M) 

A. niger mirtenol  

 Ausência de sorbitol Presença de sorbitol  

ATCC-6275 64 µg/mL 128 µg/mL  

LM-03 64 µg/mL 128 µg/mL  

Fonte: Elaboração própria (2023). 
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Os resultados obtidos no ensaio de investigação do mecanismo de ação de mirtenol 

sobre cepas de A. niger indicam que as suas propriedades antifúngicas, provavelmente, estão 

relacionadas com sua atuação sobre a parede celular fúngica, uma vez que os valores da CIM 

do fitoconstituinte aumentaram duas vezes na presença de sorbitol exógeno adicionado ao meio 

de cultura, quando comparado com o controle (ausência de sorbitol), para as duas cepas 

testadas.  

Este é o primeiro estudo a investigar a ação de mirtenol na parede celular de A. niger 

por meio de ensaio com o sorbitol. Portanto, este relato é inédito. 

Assim como o colesterol nas células dos mamíferos, o ergosterol é um componente 

esterol essencial encontrado na membrana citoplasmática fúngica, desempenhando um papel 

vital na sua estrutura e funções. Quando há uma redução na sua quantidade podem ocorrer 

desequilíbrios osmóticos que resultam na interrupção do crescimento e da multiplicação celular 

(MENEZES et al., 2022). 

Dessa forma, realizou-se uma investigação sobre o papel dos esteróis de membrana no 

efeito antifúngico de mirtenol contra cepas de A. niger e os resultados obtidos estão expressos 

na Tabela 2. 

Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) de mirtenol e anfotericina B na ausência e na 

presença de ergosterol exógeno (400 μg/mL). 

A. niger mirtenol anfotericina B 
 Ausência de 

ergosterol 
Presença de 
ergosterol 

Ausência de 
ergosterol 

Presença de 
ergosterol 

ATCC-6275 64 µg/mL 128 µg/mL 8 µg/mL 64 µg/mL 
LM-03 64 µg/mL 128 µg/mL 8 µg/mL 64 µg/mL 

Fonte: Elaboração própria (2023). 

Como pode ser observado, o valor da CIM de mirtenol apresentou aumento, em ambas 

as cepas, com a adição de 400 μg/mL de ergosterol exógeno ao meio de cultura, quando 

comparado com o controle (ausência de ergosterol). Desse modo, é possível inferir que esse 

monoterpeno, além de atuar na parede celular fúngica, conforme dados apresentados no ensaio 

com sorbitol, provavelmente, também interfere na viabilidade fúngica por meio da formação de 

complexos com esse lipídeo. 

No teste em questão, um controle foi realizado simultaneamente com a anfotericina B, 

o qual possui um mecanismo de ação estabelecido. Para esse antifúngico sintético, observou-se 

um aumento na CIM na presença de ergosterol exógeno, em comparação ao controle (CIM na 

ausência de ergosterol). Esse resultado era esperado, uma vez que o modo de ação da 

anfotericina B envolve sua ligação direta ao ergosterol, formando complexos que resultam na 
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formação de poros. Esses poros desestabilizam a membrana citoplasmática fúngica, levando ao 

extravasamento de componentes intracelulares e, por fim, a ruptura da célula (LIMA et al., 

2018). 

Segundo Menezes et al. (2022), a capacidade dos terpenoides de penetrar 

preferencialmente a membrana lipídica, deve-se a sua natureza lipofílica, o que resulta em um 

aumento da fluidez da membrana e, eventualmente, leva a um aumento na sua permeabilidade. 

Os resultados obtidos neste estudo estão de acordo com os relatados por Nikitita et al. 

(2021), que avaliaram a ação antifúngica de 16 monoterpenos bicíclicos, entre eles o mirtenol, 

sobre Candida albicans, Rhizopus nigricans-600, A. fumigatus A-1320-13 e Fusarium solani 

F-417. Segundo os autores, a ação antifúngica dos fitoconstituintes ocorre, possivelmente, por 

meio do dano que causa a membrana fúngica, afetando a alteração do estado funcional de 

proteínas do tipo integrina, o que pode resultar na interrupção da morfogênese fúngica.  

Os achados deste estudo in vitro são promissores e fornecem uma base sólida para a 

realização de ensaios adicionais. Estudos subsequentes podem explorar mais a fundo os efeitos 

antifúngicos de mirtenol, assim como, outros alvos de ação, e ainda, realizar testes em diferentes 

cepas e condições ambientais. 

Nos controles realizados nos três ensaios, a esterilidade do meio foi constatada pela 

ausência de crescimento de A. niger. Assim como, garantida a viabilidade das cepas 

(RPMI+Suspensão fúngica), na ausência dos produtos testados.  

4 CONCLUSÃO 

 Com base nos resultados obtidos, o presente estudo demonstra que o mirtenol foi capaz 

de inibir, de forma significativa, o crescimento micelial das cepas ATCC-6275 e LM-03 de A. 

niger nas concentrações 128 μg/mL (CIMx2) e 256 μg/mL (CIMx4) e, portanto, interferir na 

sua virulência. O efeito constatado foi superior ao observado para a anfotericina B, nas suas 

respectivas concentrações. 

Outro aspecto importante avaliado neste estudo, foi a elucidação do mecanismo de ação 

antifúngica de mirtenol sobre cepas de A. niger. Esse fitoconstituinte parece exercer sua ação 

pela desestabilização da parede celular fúngica. Outro possível mecanismo, envolve a 

membrana citoplasmática dos fungos. No entanto, outras vias também podem estar implicadas.  

Os resultados notórios obtidos in vitro para o mirtenol sustentam a continuação de 

pesquisas, incluindo estudos in vivo, a fim de avaliar seu potencial como agente antifúngico em 

infecções causadas por A. niger. 
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6. CONCLUSÕES 

A partir dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se que: 

 O mirtenol apresenta uma significativa atividade antifúngica sobre todas as cepas de 

Aspergillus niger de origem ambiental testadas, sendo fungicida para a maioria das 

cepas (66,7%), nas concentrações utilizadas; 

 O sanitizante de uso ambiental PAC 200®, demonstrou efeito antifúngico apenas na sua 

maior concentração utilizada (10.000 μg/mL); 

 O notável efeito antifúngico de mirtenol sobre o crescimento micelial de A. niger 

ocorreu de forma dose dependente. Além disso, apresentou efeito superior aos 

observados para o antifúngico sintético anfotericina B, em todas as concentrações 

testadas; 

 O mecanismo de ação antifúngica de mirtenol envolve, provavelmente, sua atuação 

sobre o ergosterol presente na membrana citoplasmática fúngica, assim como a 

desestabilização da parede celular dos fungos; 

 A associação entre o mirtenol e o antifúngico sintético voriconazol resultou em 

sinergismo para a cepa padrão (ATCC-6275) e em um efeito aditivo para a cepa de 

origem ambiental (LM-03). No entanto, na associação entre o monoterpeno e a 

anfotericina B, constatou-se um efeito sinérgico para ambas as cepas. Nas duas 

situações, ocorreu redução da CIM dos produtos combinados, quando comparada a CIM 

obtida para os produtos isolados.  

Portanto, esta pesquisa contribui para o aumento do conhecimento das atividades biológicas 

de mirtenol, como também pode despertar o interesse de outros pesquisadores na realização de 

estudos adicionais, e, sobretudo, representa a possibilidade da descoberta de um novo agente 

antifúngico no tratamento da aspergilose. 
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