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RESUMO 

 

CAVALCANTI, R. M. C. B. ESTUDO DO EFEITO DO CARVACROL CONTRA 

Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus. 2017. 47 f. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Graduação em Farmácia) – Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.  

Rhizopus constitui um gênero causador de uma infecção fúngica rara e que possui alto índice 

de mortalidade denominada mucormicose, sendo um agravante o pequeno arsenal terapêutico 

eficaz para esse tipo de enfermidade. É nesse contexto que os produtos naturais, como os 

óleos essenciais e terpenos, vêm se destacando como uma possível abordagem terapêutica. O 

carvacrol e um monoterpeno que possui estudos biológicos, como ação antibacteriana e 

antifúngica. Desta forma, essa pesquisa teve como objetivo investigar a ação do carvacrol 

frente a espécies de Rhizopus bem como o modo de ação deste fitoconstituinte. Para realizar 

este estudo, foi utilizada a metodologia da microdiluição, no intuito de se determinar a 

concentração inibitória mínima (CIM). Para avaliar a concentração fungicida mínima (CFM), 

foi utilizada uma alíquota de 10μL de cada cavidade onde não houver crescimento fúngico, a 

partir da CIM, foi semeada em uma placa de Petri com ágar sabouraud dextrose (ASD). Na 

perspectiva de estudar o modo de ação, foi realizado o teste de complexação com ergosterol. 

A CIM do carvacrol e anfotericina B foi de 64 µg/mL e 2 µg/mL, respectivamente, para todas 

as cepas. A CFM do terpeno foi de 128 µg/mL. A CIM na ausência do ergosterol exógeno foi 

de 64 µg/mL, e na presença variou de 512 - 1024 µg/mL. Portanto, o carvacrol apresentou 

atividade antimicrobiana contra espécies de Rhizopus, a interação com o ergosterol presente 

nas membranas dos fungos é o possível mecanismo de ação do carvacrol.  

 

Palavras-chave: Carvacrol, Rhizopus, mucormicose 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

CAVALCANTI, R. M. C. B. STUDY OF THE EFFECT OF CARVACROL AGAINST 

Rhizopus oryzae and Rhizopus microsporus. 2017. 47 f. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Graduação em Farmácia) – Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.  

Rhizopus is a genre that causes a rare fungal infection called mucormycosis it has a high 

mortality rate which makes the small therapeutic arsenal for this type of illness an 

aggravating. It is in this context that natural products such as essential oils and terpenes, they 

have come to stand out as a therapeutic approach. Carvacrol is a monoterpene that has 

biological studies, such as antibacterial and antifungal action. In this way, this research has as 

the objective to investigate the action of carvacrol against Rhizopus species as well as the 

mode of action of this fitoconstituinte. To perform this study, the microdilution methodology 

was used in order to determine the minimum inhibitory concentration (MIC). To evaluate the 

minimum fungicidal concentration (MFC), an aliquot of 10μL of each well where there was 

no fungal growth from the MIC was cultured into a Petri dish with sabouraud dextrose agar 

ASD. In the perspective of studying the mode of action, the ergosterol complexation test was 

performed. The MIC of carvacrol and amphotericin B were 64 µg/mL e 2 µg/mL, 

respectively, for all strains. The MFC of terpene was 128 µg/mL. The MIC in the absence of 

exogenous ergosterol was 64 μg / mL, and in the presence ranged from 512 - 1024 μg / mL. 

Therefore, carvacrol presented antimicrobial activity against Rhizopus species, the interaction 

with ergosterol present in fungi membranes is the possible mechanism of action of carvacrol.  

Keywords: Carvacrol, Rhizopus, mucormycosis 
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1 INTRODUÇÃO 

As infecções fúngicas, principalmente causadas por micro-organismo oportunista, vem 

adquirindo importância clínica cada vez maior. Os fungos vêm sendo reconhecidos como 

importantes patógenos em pacientes criticamente enfermos, ocorrendo predominantemente 

em pacientes que utilizam agentes antineoplásicos e imunossupressores, antibióticos de largo 

espectro, dispositivos protéticos e enxertos, e cirurgia mais agressiva. Outros grupos 

frequentemente afetados por infecções fúngicas, envolvem pacientes com neutropenia, 

infecção pelo HIV e pancreatite (KAUFFMAN, 2006; HARTMANN et al., 2016). A 

prevalência de infecções oportunistas causadas em ambiente hospitalar está relacionada com 

fungos pertencentes aos gêneros Candida, Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Fusarium, e 

Cryptococcus. Embora aspergilose e candidíase estejam entre as micoses invasivas mais 

comuns em tais pacientes, há evidências de que a incidência de doenças infecciosas causadas 

por Zigomicetos tem aumentado significativamente ao longo da última década (ENOCH et 

al., 2006; CHAYAKULKEEREE et al., 2006).  

A maioria das zicomicoes são causadas pelos fungos de ordem Mucorales, na qual 

encontram-se as espécies de Rhizopus, cuja infecção é denominada mucormicose. Cada vez 

mais membros dessa ordem têm sido capazes de causar infecções oportunistas progressivas, 

necróticas e geralmente fatais (TORRES-NARBONA et al., 2007; SCORZONI, 2016).  

Rhizopus compõe um gênero causador de uma infecção fúngica rara mas que possui alto 

índice de morbimortalidade, tal gênero inclui espécies como R. oryzae, R. stolonifer, R. 

microsporus, R. azygosporus, R. shipperae, sendo as três primeiras mais frequentes em 

doenças humanas (CORDEIRO et al, 2004). Aproximadamente 60% de todas as 

manifestações da doença e 90% de todos os casos são rinocerebrais causada por Rhizopus 

oryzae. A rápida taxa de crescimento e a natureza angioinvasiva da doença leva a uma 

mortalidade global de 50% (SHIRAZI; KONTOYIANNIS, 2013).  

Apesar das atuais opções de tratamento, que muitas vezes incluem cirurgia extensiva e 

terapia antifúngica, a mortalidade global por mucormicose permanece acima de 40%, e se 

aproxima de 100% em pacientes com doença disseminada hematologicamente, neutropenia e 

envolvimento cerebral. O tratamento medicamentoso mais eficaz está relacionado com o uso 

de anfotericina B ou posaconazol (RABIE; ALTHAQAFI, 2012; GEBREMARIAM et al., 

2016). 

Muitas pesquisas tem focado a investigação de produtos naturais como fonte de novos 

compostos bioativos, uma vez que tem sido relatada resistência à antimicrobianos durante o 
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tratamento das doenças infecciosas. Desta forma, vários estudos vêm descrevendo atividade 

antimicrobiana dos produtos naturais, bem como a capacidade desses agentes em modular a 

ação dos antimicrobianos, aumentando ou diminuindo seus efeitos (COUTINHO et al., 

2008). 

O carvacrol é um monoterpeno que possui estudos biológicos contra diferentes 

microrganismos, Camele et al., 2012 demonstraram a ação antifúngica contra cepas de 

Botrytis cinerea, Penicillium italicum, P. expansum, Phytophthora citrophthora e Rhizopus 

stolonifer, além de ação antifúngica, tem sido registrada ação antibacteriana do carvacrol 

contra 13 sorotipos de Escherichia coli (DUARTE et al., 2007).  

A mucormicose, apesar de ser uma infecção rara, possui alto índice de mortalidade e a 

terapêutica medicamentosa nem sempre permite a cura do paciente, além de possuir 

toxicidade. Tendo em vista este panorama, o estudo da atividade antifúngica do carvacrol 

frente as espécies de Rhizopus se torna promissor, uma vez que há poucos relatos na literatura. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral  

Investigar o efeito do carvacrol contra as cepas de Rhizopus oryzae e Rhizopus 

microsporus. 

2.2 Objetivos específicos 

 Determinar a concentração inibitória mínima (CIM) e concentração fungicida 

mínima (CFM) do carvacrol; 

 Analisar possível ação do carvacrol a partir da interação com ergosterol exógeno.  
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Rhizopus 

O gênero Rhizopus foi descrito pela primeira vez em 1821 pelo Ehrenberg e pertence à 

ordem Mucorales e filo Zygomycota, trata-se um fungo ubíquo na natureza, termotolerante, 

que pode ser encontrado em decomposição de material orgânico e solo, e um número de 

espécies no gênero são usados na indústria para fermentação de alimentos, produção de 

enzimas hidrolíticas e fabricação dos produtos de fermentação ácido láctico e ácido fumárico 

(EHRENBERG, 1821; MA, 2009; TSYRKUNOU et al., 2014).  

Rhizopus spp. é considerado cosmopolita, sendo Rhizopus oryzae a mais comum das 

espécies, observadas e identificados na Índia, no Paquistão, na Nova Guiné, em Taiwan, e na 

América do Sul. Os esporangiósporos de Rhizopus são frequentemente isolados de amostra de 

ar, no ambiente doméstico, tapetes, cortinas de pano, travesseiros e moveis de madeira que 

proporcione acumulo de poeira. As principais formas de contaminação é por via aérea 

(inalação), ingestão e exposição cutânea (CHAYAKULKEEREE et al., 2006; RIBES et al., 

2000). 

A espécie Rhizopus oryzae é responsável por uma grande proporção de casos da ordem 

Mucorales, entretanto, outros organismos associados com infecção humana são do gênero 

Mucor, Rhizomucor, Absidia, Apophysomyces, Saksenaea, Cunninghamella, Cokeromyces e 

Syncephalastrum (RABIE; ALTHAQAFI, 2012; RIBES et al., 2000). 

 

3.1.1 Características Macroscópicas  

Rhizopus spp. são fungos que crescem rapidamente, em torno de 4 dias a temperatura de 

35°C. Sua colônia é caracterizada por ser alta e fibrosa, com textura algodonosa, 

primeiramente branca e com o crescimento tornam-se acinzentadas ou amarronzadas, com 

abundantes esporângios pigmentados, que são vistos como áreas escuras salpicando o micélio 

da outra forma pálida, que rapidamente cresce e encobre toda superfície (Figura 1) 

(LARONE, 1995; RIBES et al., 2000). 
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Figura 1: Características macromorfolóficas da Rhizopus spp. em Ágar Sabouraud Dextrose. 

A) Micélio aéreo e B) micélio vegetativo. 

 

Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016. 

 

3.1.2 Características Microscópicas  
 

As espécies de fungos pertencentes esta linhagem são caracterizadas por hifas largas e 

asseptadas. Numerosos estolões são encontrados no micélio, conectando grupos de longos 

esporangióforos que não são ramificados, em sua extremidade são encontrados os esporângios 

que armazena os esporangiósporos ovais, incolores ou amarronzados (Figura 2). No ponto de 

encontro entre esporangióforos e estolões encontra-se o rizoide, estrutura semelhante à raiz de 

planta, responsável pela captação de nutrientes do meio e fixação do fungo (RIBES et al., 

2000; MA et al., 2009). 

 

Figura 2: Representação esquemática evidenciando características micromorfológica Rhizopus spp. 

 
               Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016. 
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3.2  Zigomicose 

Zigomicose é um termo utilizado para uma variedade de infecções fúngicas raras e de 

grande intensidade causadas por membros da classe Zygomycetes (Quadro 1). Existem duas 

formas clínicas da doença: entomoftoromicose apresenta-se usualmente como uma infecção 

subcutânea, ocorrendo em zonas de clima tropical, causada por espécies da ordem 

Entomophthorales; e a mucormicose, em que os agentes etiológicos pertencem à ordem 

Mucorales, raramente gera doença em pacientes imunocompetentes, visto que indivíduos 

saudáveis, a imunidade inata pode impedir a germinação dos esporos fúngicos e 

consequentemente o desenvolvimento da doença, porém Rabie e Althaqafi (2012) relataram 

um caso de infecção cutânea por Rhizopus microsporus em paciente do sexo masculino 

imunocompetente. (CORDEIRO et al., 2004; CUNHA et al, 2011; ISGRÒ et al., 2016). 

Quadro 1: Agentes etiológicos das zigomicoses em humanos.  

 ORDEM 

 Mucorales Entomophthorales 

 
 
 
 
 

ESPÉCIES 

Rhizopus 
1. R. arrhizus (R. oryzae) 

2. R. rhizopodiformis 

3. R. azygosporus 

4. R. stolonifer 

5. R. schipperae 

6. R. microsporus 

var. microsporus 

var. rhizopodiformis 

var. oligosporus 

Basidiobolus 
1. B. ranarum, (B. 

haptosporus) 

 
 
 
 

ESPÉCIES 

Mucor 
1. M. racemosus, 

2. M. circinelloides 

3. M. ramosissimu 

4. M. indicus 

5. M. hiemalis 

 

Canidiobolus 
1. C. coronatus 

(Entomopthora coronata) 

2. C. incongruus 

 
ESPÉCIES 

Absidia 
1. A. corymbifera 

 
ESPÉCIES 

Saksenaea 

1. S. vasiformis 

 
ESPÉCIES 

Rhizomucor 
1. R. pusillus 

 
ESPÉCIES 

Apophysomyces 
1. A. elegans 

ESPÉCIES Cunninghamella 
1. C. bertholletiae 

Fonte: Adaptado de Kwon-Chung (2012). 
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Os diversos agentes de mucormicose são fungos ubíquos encontrados no meio 

ambiente, principalmente em reservatórios associada a decomposição da matéria em todo o 

mundo (GARDINER et al., 2015) Esse tipo de infecção é usualmente associado a doenças 

hematológicas, cetoacidose diabética e transplante de órgãos, acometendo várias formas, entre 

as quais, rinocerebral-orbital, cutânea, gastrintestinal, (Figura3), cardíaca, pulmonar ou 

disseminada (Quadro 2). A forma mais frequente de infecção é rinocerebral, que ocorre 

através da inalação dos propágulos infecciosos (esporangiósporos), atingindo a mucosa nasal 

e seios paranasais e pode se espalhar para a órbita através do etmóide, seios maxilares ou 

canais lacrimais, chegar ao cérebro através dos vasos orbitais (ROMANO et al., 2002; 

SEVERO et al., 2010; CUNHA et al., 2011; RABIE; ALTHAQAFI, 2012; TSYRKUNOU et 

al., 2014).  

 

Figura 3: Manifestações clínicas das mucormicoses mais frequentes. A) Rinocerebral, B) gastrointestinal, 

C) cutânea. 

 

Fonte: A) Marques et al., 2010, B) Mohta et al., 2011, C) Petrikkos et al., 2012. 
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Quadro 2: Apresentação clínica e fatores predisponentes. 

APRESENTAÇÃO CLÍNICA FATORES PREDISPONENTES 
Rinocerebral Cetoacidose diabética 
Pulmonar Granulocitopenia, linfoma, leucemia, 

corticoterapia, diabetes 
Gastrointestinal Desnutrição grave 
Cutânea Queimaduras graves, traumas cutâneos 
Disseminada Uso de deferoxamina, doenças 

hematológicas, diabetes, transplante de 
órgãos 

Fonte: Adaptado de Spellberg et al., 2005. 

 

Outras formas de contaminação menos comuns incluem o trato intestinal através da 

ingestão dos esporos ou alimentos contaminados, assim como inoculação por incisões ou 

ferimentos penetrantes na pele (ROGERS, 2008). Raramente há o desenvolvimento da 

mucormicose em outros estados de imunossupressão como na AIDS ou em pacientes 

imunocompetentes (HABER et al., 2008). 

Ao contrário da ordem Mucorales, espécies da ordem Entomophthorales não causam 

infecções angioinvasiva, produzem infecção crônica designada entomoftoromicose 

subcutânea que acomete pacientes imunocompetentes, ocorrendo predominantemente em 

climas tropicais e subtropicais.  

A patogênese de Zigomicetos é menos clara do que para a aspergilose e é largamente 

baseada em estudos de modelos animais, porém sabe-se que a característica patognomônica é 

a presença de micélio septadas invasivo, que são maiores do que outros fungos filamentosos 

com as hifas exibindo ângulo reto e ramificação aleatória (ROGERS, 2008; ISLAM et al., 

2007).  

Técnicas radiológicas são ineficazes no diagnóstico de mucormicose, a utilização de 

tomografia computadorizada de alta resolução e principalmente ressonância magnética são 

mais utilizadas no diagnósticos de zigomicose rinocerebral, pulmonar e disseminada. O 

diagnóstico laboratorial é realizado a partir da correlação entre os exames micológicos, 

exames histopatológicos e manifestações clínica. Exames diretos podem ser realizados através 

da curetagem ou em aspirado do material do nariz na doença rinocerebral; podem ser 

encontrados no escarro, no aspirado brônquico e na biópsia transbrônquica na doença 

pulmonar (TORRES-NARBONA et al., 2007; SEVERO 2010).  
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3.3  Tratamento 

O tratamento de sucesso para zigomicose envolve uma abordagem combinada. O diag-

nóstico precoce, reversão dos fatores subjacentes; desbridamento cirúrgico adequado do 

tecido infectado; o pronto início do uso de antifúngicos são fundamentais para o sucesso 

terapêutico (ROGERS, 2008; SEVERO, 2010). 

O diagnóstico precoce é de extrema importância, porque, lesões focais podem ser 

retiradas cirurgicamente antes da disseminar e afetar órgãos vitais, uma vez que os fungos 

responsáveis por essa infecção possuem crescimento rápido, bem como corrigir ou controlar 

os fatores reversíveis predisponentes, obtendo um melhor resultado, como é o caso de 

pacientes diabéticos com cetoacidose, hiperglicemia e acidemia, além de considerar a 

interrupção da terapia imunossupressora ou deferoxamina, especialmente esteroides, quando 

se tem confirmação de caso de mucormicose  (SPELLPERG et al., 2005; ROGERS, 2008).  

Desbridamento cirúrgico deve ser sempre considerado como prioridade no início da 

contaminação, visto que a mucormicose é uma infecção que possui progressão rápida e o 

tratamento com antifúngico isolado, muitas vezes, é insuficiente para controlar a infecção, 

sendo esse procedimento a intervenção que melhora a sobrevivência do paciente entre as 

evidências discutidas acima (RIBES et al., 2000; SPELLPERG et al., 2005; ROGERS, 2008). 

Um grande desafio para os clínicos escolherem entre as antifúngicos disponíveis no 

tratamento da mucormicose é a falta de estudos prospectivos randomizados para definir a 

terapia antifúngica ideal. O arsenal de antifúngicos é outo empecilho, por ser limitado e a 

similaridade entre as células fúngicas e mamíferas é a principal razão elevada toxicidade 

frequentemente associada à terapia antifúngica (SCORZONI, 2016). 

Até recentemente, apenas os membros da classe polienos, incluindo anfotericina B e 

seus derivados lipídicos, tinha demonstrado atividade contra os agentes de mucormicose, 

atualmente existe no mercado farmacêutico. Além dos 1-polienos, três fármacos para o 

tratamento da mucormicose, 2-posaconazol, 3-equinocandinas e 4-deferasirox (quelantes de 

ferro) (SPELLPERG et al, 2005).  A utilização de tratamentos adjuvantes como a 5-transfusão 

de granulócitos e 6-terapia com citocinas (Figura 4) podem reforçar a imunidade do 

hospedeiro, embora dados que suportem seu uso de rotina ainda sejam limitados 

(CHAYAKULKEEREE et al., 2006). 
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Figura 4: Possibilidades terapêuticas atuais da terapia para mucormicose.  

 

Fonte: Adaptado de Spellperg et al, 2009. 

 

Terapia antifúngica primária para mucormicose deve ser baseada em um polieno na 

maioria dos casos, a menos que os pacientes recusem a terapêutica com polieno ou, em caso 

de infecção mais leve em hospedeiros relativamente imunocompetentes que possa se submeter 

à cirurgia para remoção do ferimento, como é o caso de uma infecção suprafacial cutânea 

isolada (SPELLPERG et al., 2009).  

O tratamento de escolha é o uso de anfotericina B, principalmente as formulações 

lipídicas, já que a anfotericina B possui inúmeros efeitos tóxicos, especialmente 

nefrotoxicidade, náuseas, vômitos, hipertensão hipotensão e hipóxia. A dose recomendada de 

anfotericina B (desoxicolato) é de 1 a 1,5 mg / kg / dia, o que resulta numa taxa de toxicidade 

muito elevada, portanto a utilização de anfotericina B lipossomal está sendo mais prescrita 

para casos de mucormicose, uma vez que é menos nefrotóxica (ROGERS, 2008; 

CHAYAKULKEEREE et al., 2009; SEVERO, 2010). 

Os antifúngicos azólicos possui atividade limitada no tratamento da mucormicose, a 

exemplo do fluconazol e o voriconazol que não têm atividade contra os agentes de 

mucormicose, e a atividade de itraconazol está principalmente restrita a espécies de Absidia, 

ao contrário do posaconazol, que tem aumentado a atividade in vitro contra Mucorales, com 
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concentrações inibitórias mínimas de 90% de 1 a ≥ 4 mg / mL (SPELLPERG et al., 2009; 

SHIRAZI, KONTOYIANNIS, 2013).  

As equinocandinas possui o mecanismo de ação na síntese do 1,3-β-D-glucano, 

principal componente da parece celular dos fungos. Estudos comprovaram que R. oryzae 

expressa a enzima alvo das equinocandinas, mas o tratamento com caspofungina, o primeiro 

membro da classe de equinocandina, não mostra resultado significante, porém verificou-se 

que a combinação de caspofungina (1 mg / kg / dia) mais complexo lipídico anfotericina B (5 

mg / kg / dia) foi sinérgica, podendo melhorar a sobrevida do paciente (ENOCH et al., 2006; 

SPELLPERG et al., 2009).  

O ferro é exigido por praticamente todos os patógenos microbianos para o crescimento e 

virulência e sequestro de ferro sérico é um importante mecanismo de defesa contra a infecção 

por R. oryzae, uma que ele fortemente dependente do ferro livre para o crescimento 

patogênico, portanto agentes quelantes de ferro, deferasirox, mostram-se eficaz no tratamento 

da mucormicose (MA et al., 2008; LEWIS et al., 2012).   

Nesta perspectiva, a terapêutica com antifúngicos tem sido motivos de preocupações, 

cada vez mais a comunidade entra em contato com espécies fúngicas resistentes, 

principalmente decorrente do uso indiscriminado de medicamentos ou até mesmo ausência de 

informações de uso dos mesmo. É nesse contexto que produtos naturais têm demonstrado 

grande eficiência nas infecções, a exemplo dos óleos essenciais e dos terpenos. Estes têm 

apresentado diversas atividades biológicas, dentre elas ações antimicrobianas. O carvacrol e o 

timol, fitoconstituintes majoritários de alguns óleos essenciais de plantas aromáticas (ex.: 

orégano), são monoterpenos e isômeros e tem sido bastante estudados por alguns autores 

como moléculas promissoras para o tratamento de infecções (BAKKALI et al., 2008; 

FERNEBRO, 2011; ÖZKAN; ERDOGAN, 2011; VERAS et al., 2013). 

 

 

3.4  Plantas medicinais como alternativa terapêutica 

 

A utilização de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevenção de 

doenças, é uma das mais antigas formas de prática medicinal da humanidade. No Brasil, 

muitas plantas são utilizadas na forma de extrato bruto, infusões ou pastas para tratar 

infecções comuns sem qualquer evidência científica de eficácia. Ainda hoje nas regiões mais 

pobres do país e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais são 
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comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais 

(MACIEL et al., 2002; HOLETZ et al., 2002; VEIGA JUNIOR; PINTO, 2005). 

Dentre as plantas empregadas para fins medicinais, as plantas aromáticas constituem 

um grupo relevante, principalmente pelos óleos essenciais encontrados nas folhas, cascas de 

troncos, resinas, flores, cascas de frutas e outras partes. Os óleos essenciais são relacionados a 

diversas funções necessárias a sobrevivência da planta, eles apresentam composição 

complexa, sendo os terpenos considerados a classe de substâncias mais encontrada, com 

diferentes graus de lipofilicidade e relativa hidrofilicidade (NUNES et al., 2006; ZAGO et al., 

2009). Tais compostos são amplamente utilizados para aplicações bactericidas, virucidas, 

fungicidas, antiparasitárias, inseticidas, medicinais e cosméticas, especialmente nos dias de 

hoje nas indústrias farmacêutica, sanitária, cosmética, agrícola e alimentar (EDRIS, 2007; 

BUSATTA et al., 2007). 

Levando em consideração a importância das plantas medicinais, passou-se a investigar 

as propriedades farmacológicas de Origanum vulgare L. (Figura 5), conhecido popularmente 

por orégano, espécie pertencente à família Lamiaceae, utilizada como condimento e 

medicinalmente, sendo-lhe atribuídas diversas indicações, tais como antibacteriano, 

antifúngico, antiinflamatório, antioxidante, anticancerígeno, emoliente e digestivo. Todas 

essas características são atribuídas ao carvacrol, fitoconstituinte majoritário do orégano, mas 

também naturalmente disponível em tomilho, cravo e canela. (LAMBERT et al., 2001; 

MANOHAR et al., 2001; ZANANDREA et al., 2004; BAYDAR et al., 2004; 

YANISHLIEVA et al., 2006). 

 

Figura 5: Fotos de Origanum vulgare L. A) detalhe das flores e B) planta inteira. 

 
Fonte: Herbário virtual da flora e dos fungos. 
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O carvacrol, 5-isopropil-2-metilfenol, (Figura 6) é um monoterpeno fenólico. O efeito 

inibitório de fenóis poderia ser explicado por alterar a permeabilidade celular, inserindo-se 

entre as cadeias de ácido graxos que compõem a bicamada lipídica das membranas, causando 

alterações nas propriedades e funções da membrana (SÁNCHEZ et al., 2004; et al., 2007). Foi 

relatado que o carvacrol induz a alteração da permeabilidade nas membranas dos micro-

organismos, com consequente vazamento de prótons, fosfatos e potássio (LAMBERT et al., 

2001; BOTRE et al., et al., 2010).  

 

Figura 6: Estrutura do fitoconstituinte carvacrol. 

 

      Fonte: BOTRE et al., 2010 

 

Os óleos essenciais e fitoconstituintes têm demonstrado grande eficiência nas 

infecções microbianas, sendo estabelecido cientificamente que cerca de 60% dos óleos 

essenciais possuem propriedades antifúngicas e 35% exibem propriedades antibacterianas 

(BHAVANANI; BALLOW, 1992; FERNEBRO, 2011). São bastante estudadas as atividades 

terapêuticas destes produtos contra Candida spp., Cladosporium spp., Aspergillus spp., 

Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Penicillium spp., Alternaria alternata (LIMA et al., 

2006; COUTINHO et al., 2008; AMBER et al., 2010; SANTOS et al., 2012; VERAS et al., 

2013). São escassos os estudos com óleo essencial ou seus componentes sobre atividade 

antifúngica contra espécies de Rhizopus, fungo de grande relevância, uma vez que é o 

principal causador de mucormicose, infecção rara, porém extremamente agressiva, fator 

precursor para a realização desta proposta de estudo.  
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4 METODOLOGIA 

4.1 Local de Trabalho  

O trabalho foi desenvolvido no laboratório de Microbiologia no Centro de Educação e 

Saúde / Universidade Federal de Campina Grande.  

 

4.2 Espécies fúngicas e fitoconstituintes 

Para a realização do trabalho, foram utilizadas duas cepas de Rhizopus oryzae (URL-

4857 e LM-64) e uma cepa de Rhizopus microsporus (LM-5926), que foram doadas pela 

Profa Dra Edeltrudes de Oliveira Lima (Laboratório de Micologia Clinica/Departamento de 

Ciências Farmacêuticas/Universidade Federal da Paraíba). 

  O fitoconstituinte testado foi o carvacrol (Sigma Aldrich). Foi utilizado 20 µL do 

Tween 80 para auxiliar na solubilização do monoterpeno. Todas as substâncias relatadas 

foram adquiridas comercialmente e se encontram no local de pesquisa. 

 

4.3 Meio de cultura 

O meio de cultura sólido Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) e o meio líquido o caldo 

Sabouraud Dextrose (CSD) foram utilizados e preparados de acordo com as instruções do 

fabricante.  

 

4.4 Inóculo 

Os fungos foram cultivados em meio ASD inclinado por um período de 5 a 7 dias a 

35°C, para atingiram um bom crescimento e formarem um maior número de 

esporangiósporos. Depois do período de incubação, os esporos foram suspensos pela adição 

de NaCl 0,85% estéril ao meio com Rhizopus spp, em seguida o meio de cultura com o micro-

organismo mais a solução salina foram suavemente agitados por 30 segundos. Os 

esporangiósporos foram contados utilizando-se hemocitometro. A suspensão de 

esporangiósporos foi ajustada utilizando salina estéril para conter 2,5 x 104 

esporangiósporos/mL (CLEELAND et al., 1991; CLSI M27-A2, 2002; DANNAOUI et al., 

2003). 
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4.5 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

A determinação da CIM do fitoconstituinte carvacrol foi realizada pelo método da 

microdiluição utilizando microplacas com 96 cavidades. Em cada orifício da placa foi 

adicionado 100 µL de CSD duplamente concentrado. Em seguida 100 µL da solução com 

fitoconstituinte, também duplamente concentrado, apenas nas primeiras cavidades da placa. 

Por meio de diluição seriada a uma razão de dois, foram obtidos concentrações de 1024 

μg/mL a 8 μg/mL. Posteriormente foi adicionado 10 µL do inóculo das espécies fúngicas, de 

aproximadamente 2,5 x104 esporangiosporos/mL do micro-organismo, em cada cavidade. Por 

fim, as placas foram seladas e incubadas a 35°C, após um período de 24 horas de incubação 

as placas foram examinadas antes de se determinar os resultados de CIM. A CIM foi 

determinada como a menor concentração do carvacrol capaz de inibir visivelmente o 

crescimento do microrganismo. Três controles foram realizados; 1- negativo, sem adição das 

drogas, para confirmar a viabilidade dos esporangiósporos, 2- positivo, sem adição do micro-

organismo, para confirmar a esterilidade do meio e 3 – na presença do micro-organismo e 

emulsificante, para comprovar que este não interage com o fungo desempenhado atividade 

antifúngica. Os experimentos foram realizados em triplicata independentes em diferentes 

ocasiões com resultados consistentes (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998; CLSI 

M38-A, 2002; DANNAOUI et al., 2003). 

 

Figura 7: Determinação da CIM do carvacrol. 

                                                 Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016.  
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 4.6 Determinações da concentração fungicida mínima (CFM) 

  

Para determinar a CFM, uma alíquota de 10μL de cada cavidade onde não houve 

crescimento fúngico, a partir da CIM, foi subcultivada em uma placa de Petri com ASD, 

incubada a 35°C por 24 horas. A CFM foi considerada como a menor concentração capaz de 

inibir visivelmente o crescimento do microrganismo por completo ou até o crescimento menor 

que 3 UFC, para obter 99,95% de morte. Foram realizados três experimentos independentes 

em diferentes ocasiões com resultados consistentes (PEREIRA et al., 2011, ESPINEL-

INGROFF et al., 2002). 

 

Figura 8: Determinação da CFM do carvacrol. 

 
                                 Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016.  

 

 

4.7 Interação com ergosterol exógeno  

 

A CIM do carvacrol foi determinada por microdiluição utilizando microplacas com 96 

cavidades como descrito anteriormente, na ausência e na presença de diferentes concentrações 

de ergosterol incorporados ao meio (100, 200 e 400 μg/ mL), nesta etapa foi escolhida apenas 

uma cepa, Rhizopus oryzae (URL-4857). Anfotericina B foi utilizada como controle. A CIM 

foi determinada após 48 horas de incubação para Rhizopus spp (ESCALANTE et al., 2008). 
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Figura 9: Interação do carvacrol com ergosterol exógeno.  

 

Fonte: Raqueline Maiara Costa Bezerra Cavalcanti, 2016. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

As infecções causadas por fungos geralmente apresentam problemas terapêuticos mais 

complexos do que infecções bacterianas, por se tratar de organismos eucariotas, igualmente 

aos animais, diferindo apenas na presença de parede celular, sendo a principal dificuldade 

para encontrar alvos que não atinjam as células humanas. Atualmente os tratamentos 

farmacológicos são eficazes, porém a crescente resistência microbiana, citotoxicidade e 

apenas atividade fungistática que a maioria dos antifúngicos apresentam, levam a busca por 

novas estratégias de tratamento (KHAN et al., 2010).  

Devido ao pequeno arsenal terapêutico para tratamento da mucormicose, elevada taxa 

de mortalidade que essa infecção causa, além de diversos efeitos adversos associados ao uso 

de antifúngicos, há uma enorme necessidade de introduzir no mercado terapêutico novos 

produtos. Produtos naturais têm despertado interesse na comunidade científica, destacam-se 

óleos essenciais e seus princípios ativos, demonstrado diversas atividades biológicas in vitro e 

in vivo e têm um profundo impacto na descoberta de fármacos antimicrobianos 

(CHAYAKULKEEREE et al., 2009, LEWIS et al., 2012). Diante do exposto, o presente 

trabalho sugere opção para expandir a utilidade de fitoconstituinte como agente antifúngico. 

Nesta perspectiva foi realizada a investigação da atividade fungistática e fungicida do 

fitoconstituinte carvacrol frente duas cepas de R.orizae e uma de R. microsporus através da 

técnica de microdiluição seriada para avaliar a CIM e CFM, por se tratar de um método barato 

para avaliação de atividade antimicrobiana de produtos naturais, sensível, alta 

reprodutibilidade, requer pequena quantidade de amostra, podendo ser usada para um número 

maior de amostras (OSTROSKY et al., 2008). Além de ser considerada metodologia padrão 

para testar produtos naturais (HADACEK; GREGER 2000). 

Na tabela 1 encontram-se os resultados dos ensaios realizados para avaliação da CIM do 

carvacrol e anfotericina B. Pode-se observar que a CIM do fitoconstituinte foi 64 µg/mL para 

todas as cepas testadas, bem como a uniformidade da CIM da anfotericina B de 2 µg/mL.  

Estes resultados demonstram que o carvacrol apresentou atividade antifúngica contra 

cepas das espécies de Rhizopus. Sartoratto et al. (2004), preconizam critérios para categorizar 

o poder antimicrobiano de óleos essenciais a partir do valor da CIM, de acordo com esses 

valores estabelecidos considera-se que óleos com CIM ≤ 500 µg/mL apresentam forte 

atividade antimicrobiana, com 500 µg/mL < CIM ≤ 1500 µg/mL possuem moderada atividade 

e CIM > 1500 µg/mL demonstram fraca atividade. Não foi encontrado na literatura critérios 
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estabelecidos para categorizar fitoconstituintes, por se tratar de uma molécula isolada a partir 

de óleos essenciais, pode-se avaliar a potência da atividade antimicrobiana do carvacrol 

mediante os critérios de Sartoratto et al., 2004.  

Abbaszadeh et al. (2014), estudaram atividade antimicrobiana de vários 

fitoconstituintes, entre eles o carvacrol, contra espécies de fungos, para R. orizae foi 

encontrada uma concentração inibitória mínima de 200 µg/mL, demonstrando a efetividade 

antimicrobiana do fitoconstituinte, corroborando com o presente estudo.  

 

Tabela 1: Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) do fitoconstituinte carvacrol e do antifúngico 
anfotericina B. 

* Capacidade de crescimento do fungo em meio CSD e na presença do Tween. - Os resultados estão expressos 
em média de três experimentos.  
 

Nascimento et al. (2007), abordam a utilização dos agentes emulsificantes, a exemplo 

de Tween 20, Tween 80, DMSO (dimetil sulfóxido) e etanol, para facilitar a dispersão dos 

óleos essenciais através do meio de cultura, auxiliando a visualização da atividade 

antimicrobiana dos óleos.  Porém, ao se introduzir o agente emulsificante, esse está sujeito 

a possíveis interações com a substância em teste, e ainda, possuir atividade antimicrobiana. 

Por isso é necessário uma relação adequada entre óleo e emulsificador. 

Takarada et al. (2004), ressalta ainda que os surfactantes podem reagir de forma 

antagônica ou sinergicamente aos componentes ativos do óleo. Altas concentrações de Tween 

pode apresentar resultado falso-positivo, através do aumento da atividade antimicrobiana da 

substância em teste, ou ainda, dificultar o contato direto do óleo com os microrganismos 

mediante formação de micelas reduzindo a bioativade do óleo. Alguns autores propuseram a 

minimização desses efeitos através da padronização das concentrações dos emulsificantes, 

que devem variar entre 0,5 e 20% em solução com óleo (HOOD et al., 2003). 

      CIM (µg/mL)  

CEPAS CARVACROL ANFOTERICINA B VIABILIDADE * 

R. orizae LM-64 64 2 + 

R. orizae URL-4857 64 2  + 

R.  microsporus LM-

5926 

64 2  + 
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Devido a possível interação óleo-surfactante, se faz necessário um controle para 

verificar a sensibilidade das cepas utilizadas nos ensaios frente a uma solução contendo o 

emulsificante nas concentrações adotadas. No presente estudo, todas as cepas mostraram-se 

tolerantes ao Tween 80, não interferindo no crescimento das cepas e, portanto, confirmando 

que o impedimento do crescimento fúngico foi devido à presença do carvacrol.  

Além do controle do Tween 80, um controle de esterilidade foi realizado para certificar 

que o meio CSD estava isento de microrganismos e outro para confirmar a viabilidade das 

cepas testadas e assim tornar os resultados obtidos mais fidedignos.  

Santos et al. (2012), estudaram a atividade do óleo essencial do Origanum vulgare L 

(orégano) que tem como substância majoritária o carvacrol, contra Rhizopus stolonifer e 

Aspergillus niger. O resultado da CIM para R. stolonifer foi de 10 µg/mL, a baixa 

concentração pode estar associada ao sinergismo entre os compostos do óleo essencial do 

orégano.  

Mota et al. (2012), avaliaram o poder antifúngico do óleo essencial de Thymus vulgaris 

L. rico em timol, fitoconstituinte isômero do carvacrol, além de pequenas concentrações de 

carvacrol, contra doze cepas de R. orizae, de modo que as CIM variaram de 256-512 µg/mL, 

o estudo também avaliou o fitoconstituinte timol que apresentou CIM de 128-256 µg/mL. 

Embora não se trate da molécula do carvacrol ou como componente majoritário, o estudo 

revela promissoras atividades das substâncias testadas, em especial o timol que difere do 

carvacrol apenas na posição da hidroxila, portanto, é esperado resultados semelhantes.   

Mitchell et al, (2010) avaliaram a potencial inibição do crescimento de espécies de 

Aspergillus potencialmente toxigênicas, a partir do óleo essencial de O. vulgare L., através de 

uma série de experimentos, incluindo CIM e CFM, os resultados mostraram-se satisfatórios, 

uma vez que o óleo provocou ruptura de estrutura celular, perda de citoplasma, ausência de 

conidiação e perda de pigmentação.  

Na tabela 2 encontram-se os resultados referentes a concentração fungicida mínima 

(CFM), sendo estes valores correspondentes ao dobro de suas respectivas CIMs. Abbaszadeh 

et al., 2014 também investigaram a atividade fungicida do terpeno carvacrol, o estudo obteve 

resultados positivos para o gênero Rhizopus.  
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Tabela 2: Determinação da concentração fungicida mínima (CFM) do fitoconstituinte carvacrol. 

+: crescimento fúngico; -: ausência de crescimento fúngico 

A ação antimicrobiana dos óleos essenciais e seus derivados, está associada ao caráter 

lipofílico de esqueleto de hidrocarboneto, bem como o caráter hidrófilo dos seus grupos 

funcionais. Sendo a classificação da atividade antifúngica na seguinte ordem decrescente 

fenóis > aldeídos > cetonas > álcoois > ésteres >   hidrocarboneto. Nesta perspectiva, fica 

evidente que a atividade do óleo essencial Origanum vulgare e do componente majoritário 

fenólico, carvacrol, apresentam relação direta (KALEMBA; KUNICKA, 2003). 

O ergosterol é o principal esterol presente em leveduras e fungos filamentosos, que é 

necessário para o crescimento normal e função da membrana celular fúngica. Além de servir 

como um biorregulador da fluidez da membrana, assimetria e integridade da membrana, o 

ergosterol contribui para a função das enzimas ligadas à membrana. Um dos mecanismos 

propostos para glicosídeos triterpenos, como agentes antifúngicos, está na sua ligação ao 

ergosterol da membrana, o que leva à ruptura da membrana fúngica e perda do conteúdo 

intracelular (MORRISSEY; OSBOURN, 1999; LUPETTI et al., 2002; KHAN et al, 2010).  

Desta forma, para determinar se o carvacrol se liga aos esteróis de membrana fúngica, 

foi escolhida apenas uma cepa (R. orizae URL-4857), a CIM foi determinada com a adição do 

ergosterol e comparada com a CIM sem a adição do mesmo. Se a atividade do carvacrol foi 

causada por ligação ao ergosterol, o ergosterol exógeno impediria a ligação às membranas do 

ergosterol fúngico, consequentemente a CIM em que ao meio de cultura no qual o ergosterol 

exógeno foi adicionado irá aumentar com relação ao meio de cultura em que o ergosterol 

exógeno não foi adicionado. (SHERMAN, F 1997; LUNDE; KUBO, 2000; ESCALANTE et 

al., 2008). 

                                     CEPAS  

 R. orizae LM-64 R.  microsporus LM-

5926 

R. orizae URL-4857 

CONTROLE + + + 

CIM + +  + 

2X CIM - - - 

4X CIM - -  - 
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Os resultados da tabela 3 mostram que houve aumento de até 16 vezes da CIM do 

fitoconstituinte carvacrol na presença ergosterol exógeno. O mesmo aconteceu com a 

anfotericina B, sendo um aumento de 128 vezes. Este resultado indica que provavelmente o 

terpeno em estudo pode atuar através da interação com o ergosterol, mecanismo pelo qual a 

anfotericina B atua, corroborando com estudos anteriores que apontam os terpenos como 

agentes atuantes nas membranas fúngicas, desestabilizando e provando perda de material 

plasmático, causando a morte celular (LAMBERT et al., 2001; SÁNCHEZ et al., 2004; 

BRAGA et al., 2007; BOTRE et al., 2010).  

Tabela 3: Efeito do carvacrol e anfotericina B contra R. orizae URL-4857 na ausência e na presença de 
ergosterol. 

*Meio contendo concentrações de ergosterol + inóculo (R. orizae URL-4857).  

 

Ahmad et al. (2011), estudaram a atividade antifúngica do carvacrol contra espécies de 

Candida, onde essa ação parecem originar-se da inibição da biossíntese de ergosterol e da 

ruptura da integridade da membrana. Nóbrega et al. (2016), investigaram a atividade do 

carvacrol frete às cepas de Cryptococcus neoformans, sugerindo   uma complexação do 

fitoconstituinte com o ergosterol da membrana, desestabilizando a mesma, causando assim a 

morte do fungo.  

Os estudos com interação direta com óleos essenciais e derivados com ergosterol ainda 

são raros, embora a anfotericina B, principal representante dos polienos, ligue-se diretamente 

ao ergosterol formando poros que desestabilizam a membrana, resultando em perda material 

intracelular e lise celular, se faz necessários outras alternativas terapêuticas, visto que hoje a 

resistência aos antifúngicos vêm aumentando nos últimos anos (BAGINSKI et al., 2005).  

 

 

DROGA 

                                    CIM (µg/mL) 

 Presença de ergosterol 

Ausência do 

ergosterol 

100 µg/mL 200 µg/mL 400 µg/mL) 

CARVACROL 64 512 512 1024 

ANFOTERICINA B 2 256 256 256 
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Os resultados obtidos sugerem que o mecanismo de ação antifúngica do carvacrol 

envolve uma interação direta com o ergosterol, o que pode levar à ruptura da membrana 

fúngica e perda de conteúdo intracelular.  

Diante dos dados obtidos, pode-se sugerir que o fitoconstituinte carvacrol apresenta 

promissora atividade fungistática e/ou fungicida. Tais atividades podem estar associadas à 

interação com o ergosterol da membrana fúngica, portanto, o carvacrol apresenta uma 

alternativa terapêutica no tratamento das mucormicoses, podendo ser usado no início da 

infecção. Contudo, é necessário estudos mais avançados, in vitro e in vivo e comprovação da 

potente atividade antifúngica e segurança do carvacrol para uma possível aplicação clínica.  
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7. CONCLUSÕES  

 

De acordo com os resultado obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:  

 

 Nas condições avaliadas, o carvacrol apresentou ação fungistática (64 µg/mL) e 

fungicida (128 µg/mL) contra Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus; 

 

  O mecanismo pelo qual o fitoconstituinte carvacrol promove atividade antifúngica 

envolve provavelmente a interação do ergosterol presente nas membranas 

fúngicas. 
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