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RESUMO

TEIXEIRA, A. P. C. Estudo da atividade antifúngica do timol frente às cepas de
Cryptococcus neoformans. 2017. 54f. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação

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

Cryptococcus neoformans é um fungo leveduriforme encontrado principalmente em

fezes de pombos, é o agente etiológico causador da criptococose, desencadeada

devido a inalação do fungo e disseminação para o sistema nervoso central. Acomete

pacientes com a imunidade comprometida. O tratamento de escolha é a administração

de anfotericina B em associação da flucitosina, porém devido ao desencadeamento

de resistência as terapias existentes, e os efeitos colaterais pelo uso prolongado,

pesquisadores tem analisado os produtos naturais buscando novas terapias, sendoo

timol uma molécula bastante promissora e que vem apresentando atividade

antimicrobiana. O objetivo deste estudo foi investigar a atividade antifúngica do timol

frente às cepas de Cryptococcus neoformans e um possível mecanismo de ação. A

determinação da concentração inibitória mínima (CIM) foi feita através da técnica de

microdiluição. A concentração fungicida mínima (CFM) foi realizada semeando 10 µL

em que não houve turvação da cavidade da placa de microdiluição, em ágar

sabouraud dextrose, previamente distribuídos nas placas de Petri. O estudo domodo

de ação foi realizado pela técnica de microdiluição com o timol na presença e na

ausência de ergosterol e colesterol. A CIM do timol variou de 20 a 51 μg/mL, enquanto

que a CFM variou de 40 a 101 μg/mL. Na presença de ergosterol, a CIM do timol foi

de 64 μg/mL e na presença do colesterol, a CIM foi de 32 μg/mL para as cepas ICB-

2601 e LM-39. Mediante os resultados obtidos, o timol apresentou ação antifúngica e

parece interagir com o ergosterol e não interagiu com o colesterol. Porém estudos

complementares são necessários para analisar os efeitos completos.

Palavras-chaves: Criptococose, fitoconstituinte, monoterpeno.
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is a yeast fungus found mainly in feces of pigeons, it is the

causative agent of cryptococcosis, triggered due to fungus inhalation and

dissemination to the central nervous system. It affects patients with compromised

immunity. The treatment of choice is the administration of amphotericin B in

combination with flucytosine, but due to resistance to existing therapies, and the side

effects of prolonged use, researchers have analyzed the natural products seeking new

therapies, and thymol is a very promising molecule And that has been presenting

antimicrobial activity. The aim of this study was to investigate the antifungal activity of

thymol against Cryptococcus neoformans strains and a possible mechanism of action.

The determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) was done using the

microdilution technique. The minimal fungicidal concentration (CFM) was performed

by sowing 10 μL in which there was no turbidity of the well of the microdilution plate,

on sabouraud dextrose agar, previously distributed in Petri dishes. The mode of action

study was performed by the microdilution technique with thymol in the presence and

absence of ergosterol and cholesterol. Thymol MICs ranged from 20 to 51 μg/mL, while

CFM ranged from 40 to 101 μg/mL. In the presence of ergosterol, thymol MIC was 64

μg/mL and in the presence of cholesterol, MIC was 32 μg/mL for ICB-2601 and LM-39

strains. Based on the results obtained, thymol presented antifungal action and seems

to interact with ergosterol and did not interact with cholesterol. But complementary

studies are needed to look at the full effects.

KEYWORDS: Cryptococcosis, phytoconstituent, monoterpene.
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1. INTRODUÇÃO

A criptococose é uma doença fúngica causada por Cryptococcus neoformans,

desencadeada em pacientes com o sistema imunológico comprometido, após

inalação do fungo, acometendo principalmente o Sistema Nervoso Central (SNC)

(GILES et al., 2009; STIE; FOX, 2012). Cryptococcus neoformans é uma levedura

encapsulada composta por polissacarídeos, cosmopolita e oportunista, encontrado

principalmente em excreta de pombos, cascas de árvores e em animais domésticos

(DOERING, 2009; EL-FANE et al., 2015).

Os sintomas mais comuns da criptococose são cefaleia e febre, e o diagnóstico

pode ser feito por microscopia, através de esfregaço de líquor, utilizando tinta

Nanquim, visualizando o contraste negativo da cápsula do fungo, devido a presença

da cápsula de polissacarídeos (QUEIROZ et al., 2008; BRASIL, 2014).

O índice de mortalidade da criptococose é elevado, ocorrendo em mais de 50%

dos pacientes quando infectados (PFALLER; DIEKEMA, 2007; PEMÁN; SALAVERT,

2012). Para controle da doença, devem ser adotadas medidas para minimizar a

proliferação de pombos, e umidificação dos locais com acúmulo de fezes dos pombos,

além de desinfetação, para que os fungos possam ser removidos com segurança,

evitando a dispersão. Não necessita isolar os pacientes infectados. (BRASIL, 2010).

O tratamento de escolha da meningite criptocóccica é a associação da

anfotericina B com a flucitosina, o primeiro age nas células fúngicas formando

complexos com o ergosterol e fosfolipídios da membrana, e o segundo, atua inibindo

a síntese de ácidos nucleicos, impossibilitando a replicação do fungo (KARKOWSKA-

KULETA; RAPALA-KOZIK; KOZIK, 2009; TSENG et al., 2013).

Porém os fármacos que vem sendo utilizados para o tratamento tem

desencadeado resistência antifúngica, além dos efeitos adversos, sendo propícia a

realização de pesquisas na busca de novas moléculas para tratar doenças, na

perspectiva de menores efeitos colaterais e maior eficácia (MARTINEZ-ROSSI;

PERES; ROSSI, 2008; SPINELLO, 2013).

No entanto, pesquisadores direcionam seus estudos para avaliar os efeitos

antifúngicos dos óleos essenciais e seus extratos das plantas, isolando

fitoconstituintes obtidos pela extração, estudando suas possíveis atividades biológicas

(DANTAS, 2013).
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Na literatura relata que os fitoconstituintes terpênicos, como o timol, tem sido

efetivo quando utilizado para tratar infecções epiteliais e por inalação, e quando

associado a outras substâncias, pode tratar infecções respiratórias, podendo, então,

ser promissor diante dos microrganismos (KORDALI et al., 2008). Então é de grande

valia o estudo do timol para testar sua ação antifúngica contra cepas da espécie de

Cryptococcus neoformans, já que após a inalação do basidiósporo, este

microrganismo começa a desencadear enfermidades.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

 Avaliar a atividade antifúngica in vitro do monoterpeno timol contra

Cryptococcus neoformans.

2.2 Objetivos Específicos

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração

Fungicida Mínima (CFM) do fitoconstituinte timol;

 Investigar a influência do ergosterol e colesterol exógenos na CIM do

timol buscando um possível mecanismo de ação.
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3.REFERENCIALTEÓRICO

3.1CriptococoseeCryptococcusneoformans

ACriptococose,tambémconhecidacomotoruloseoublastomicoseeuropeia,é

umadoençacausadaporumfungoencapsulado,oCryptococcusneoformans(Figura

1),quefrequentementeacometepacientescomosistemaimunológicocomprometido,

acometendoprincipalmenteoSistemaNervosoCentral(SNC)(GILESetal.2009;

STIE;FOX,2012).Estefungoéumaleveduraencapsulada,aqualécompostapor

polissacarídeos,quetemcomocomponenteprincipalácidoglicurônico.Éaforma

assexuadadobasidimicetoFilobasidiellaneoformans,cosmopolitaeoportunista,

encontradoprincipalmenteemexcretadepombos,cascasdeárvoreseemanimais

domésticos(QUEIROZetal.,2008,DOERING,2009;EL-FANEetal.,2015).

Figura1:CulturadeCryptococcusneoformansemmeioágarsabourauddextrose.

Fonte:AUTOR.

Cryptococcusneoformansapresenta-seemcincosorotiposdistintos:A,B,C,

DeAD,eemtrêsvariedadesdistintas:C.neoformansvar.grubii(sorotipoA)eC.

neoformansvar.gattii(sorotiposBeC),C.neoformansvar.neoformans(sorotiposD

eAD),sendoosorotipoAéomaisfrequentenoBrasil,destacando-seporapresentar

umacentuadodermotropismo(BIVANCO;MACHADO;MARTINS,2006;MOREIRA

et.al.,2006).Devidoàinalaçãodofungo,estesealojanopulmão,iniciandoo

processo infeccioso, desencadeando doenças respiratórias, podendo ser

assintomática,masdependendodoestadoimunológicodopaciente,podeseraguda

oucrônica,chegandoacausarmeningoencefalite,quandodisseminadaparaoSNC,

comopodeservistonafigura2(VOELZ;MAY,2010;SILVA;GAGLIANI,2014).
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Seguem para o pulmão

Fungo

Inalação

Alojamento
nos alvéolos

Imunidade
comprometida

Solo Fezes de pombos Disseminação para o SNC
Casca de árvores

Figura 2: Ilustração do ciclo de infecção por Cryptococcus neoformans.

Fonte: Autor

O fator marcante para a patogenicidade do C. neoformans é a formação da

cápsula de polissacarídeos, inibição da ação de macrófagos alveolares e a produção

de fenol oxidase, que é a enzima que protege o fungo contra o sistema oxidativo da

epinefrina do hospedeiro (QUEIROZ et al., 2008).

Os sintomas mais comuns são cefaleia e febre. Porém sinais meníngeos estão

presentes em menos da metade dos casos, podendo estar presente papiledema,

coma, vômito e diplopia quando há hipertensão intracraniana (BRASIL, 2014).

O principal diagnóstico para amostras com suspeitas de infecção causada por

C. neorformans é a utilização da tinta de Nanquim em coloração de esfregaços do

material fresco visualizando o contraste coloração negativa da cápsula (Figura 3),

conferidos pelos os polissacarídeos (QUEIROZ et al., 2008). Porém, para o definitivo

diagnóstico, deve ter como resultado positivo o teste de antígeno (LAPPIN, 2010).

Figura 3: Cryptococcus neoformans analisada por microscopia. A cápsula mucopolissacarídica não
permite a penetração da tinta Nanquim, resultando contraste negativo (BRASIL, 2008).

Levedura

Cápsula

Fonte: http://www.microbiologie-
medicale.fr/mycologie/pouvoirpathogenechampignonsmicroscopiques.htm
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Brasil

Colômbia

Argentina

Outrospaíses22%

53%

15%

10%

Outrosdiagnósticospodemserfeitosporcitologia,histopatologiaoucultura,

quandocom manifestaçõesclínicas,eparadadoscomplementares,podeser

realizadoanecrópsia(PETRAGLIA,2008;QUEIROZetal.,2008;LAPPIN,2010;

STRADIOTO,2010).

3.2Epidemiologia

OpredomíniodasespéciesdeCryptococcusneoformanseCryptococcusgattii

estánaAméricadoSuleCentral,porseremregiõestropicaisesubtropicais,emque

nototalde10.548cepasdeCryptococcus,8.590foramisoladasapartirdefontes

clínicase1.958apartirdoambienteeanimais:isoladasexcretasdepomboseoutras

aves,solo,poeiraehabitaçõescontaminadas,espéciesdeeucalipto,árvorede

amêndoa,excretasdeinsetos,touroeovelhas,madeiraemdecomposiçãoeentre

outros.Destascepas,53%foramdoBrasil,22%daColômbia,15%daArgentina,10%

dosdemaispaíses,coformeapresentadonográfico1(COGLIATI,2013).

Gráfico01:FrequênciadeCryptococcusspp.empaísesdaAméricadoSuleCentral.

Fonte:COGLIATI,2013.

Dentreasespéciesdefungosencontradasnanatureza, Candidaspp.,

Aspergillusspp.eCryptococcusneoformansestãoentreosmaiscomunsagentes

etiológicosdeinfecçõesfúngicas,dealtarelevância mundial,principalmenteem

pacientestransplantadosdeórgãossólidos.Astaxasdemortalidadeassociadasa

essas micosessãoelevadas,ocorrendoem maisde50%dospacientesquando

infectados,caracterizando umalimitação quanto ao objetivoclínico. Não há

necessidadedeisolarospacientesinfectados(PFALLER;DIEKEMA,2007;BRASIL,

2010;PEMÁN;SALAVERT,2012).
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DiabetesMellitus(DM)
tiponãoespecificado
Tuberculosepleural

95%

HIV

2%3%

EmestudoepidemiológicorealizadoporMezzarietal.(2013)emumhospital

públicoemPortoAlegre,dos42prontuáriosdepacientescomcriptococose,64,3%

dos pacientes desencaderam devidoinfecçãocom Cryptococcus neoformans,

enquantoosdemaisforamcomoCryptococcusspp..95,2%desencadearam

neurocriptococosequeéadisseminaçãodofungonoSistemaNervosoCentrale

estavamcoinfectadoscomovírusdaimunodeficiênciahumana(HIV). Dos42

pacientes,26%pacientesforamaóbito(Gráfico2).

Gráfico02:AnálisedeprontuáriosdehospitalpúblicoemPortoAlegredepacientescom
criptococose.

Fonte:MEZZARIetal.,2013.

Agrandemaioriadaatualincidênciadedoençasinvasivasédevidoaosistema

imunológicopoucoeficazquandoacometidoporinfecçõesimunossupressorastal

comoHIVepelasintervençõesmédicasimunossupressorasmodernas.Aletalidade

empacientescominfecçãopeloHIVéelevada,variandoentre45a72%,eédestaque

comofatoresderuimprognósticoaelevadacargadefungos,corroboradapela

pesquisanolíquor(LCR)etítuloselevadosdareaçãodolátex;asalterações

sensoriaisnoiníciodafaseclínica(pacientesobnubilados,torporososouemcoma);

arespostainflamatóriaausentenoLCR;ainvasãomicóticaforadoSNCemórgãos

comopulmões,fígado,pele,nosangue,entreoutros;aimunossupressãoavançada

(BRASIL,2008).

Nospaísesdesenvolvidos,acriptococoseaindaécausadeóbitos,embora

tenha diminuído aincidência de pacientes portadores da Síndrome da

ImunodeficiênciaAdquirida(AIDS)comameningitecriptocócicadevidoaotratamento

comterapiaantirretroviral(VILCHEZ;FUNG;KUSNE,2002).

Lortholaryetal.(2002),afirmaqueoshormôniosfemininospodeminfluenciar

nainfecçãodoCryptococcusspp.,podendoatuarnaproteçãodoorganismopoisem

estudosrealizadoscomratos,asfêmeastiveramníveismaiselevadosdeTNF-αe
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IFN-γ no baço e no sangue do que os machos quando ambos infectados com o gênero

do fungo.

Importante ressaltar que pacientes desenvolvem lesões granulomatosas

devido a não remoção completa do microrganismo, devido a resposta imunológica

comprometida (LAPPIN, 2010).

Por tanto, não existe outra forma de minimizar a criptococose a não ser medidas

educacionais para diminuir a incidência do fungo no ambiente, e inviabilizar meios que

possam favorecer o crescimento do fungo. Profilaxia como a umidificação das fezes

de pombos pode ser realizada, desta forma, não dispersa os esporos, diminuindo

proliferação (BRASIL, 2010).

3.3 Terapêutica medicamentosa

Apesar do paciente não desencadear sintomas, é necessário realização do

diagnóstico laboratorial, pois não exclui uma possível infecção após exposição/contato

com substratos compostos nitrogenados (ureia e creatina), abundantes em solo rico

com excretas de pombos, que são substâncias que favorecem a multiplicação e

sobrevivência do fungo, e necessitando, após a confirmação do exame, iniciar o

tratamento para evitar complicações futuras (BRASIL, 2008; PASA, 2011; ALMEIDA;

MACHADO, 2014).

O Ministério da Saúde afirma que a escolha da farmacoterapia depende da

forma clínica, sendo assintomática, micose (cutânea), pneumonia (pulmão), meningite

(SNC), descrita no quadro 1 (BRASIL, 2008).

No caso de pacientes assintomáticos, pode ser adotado um tratamento não

farmacológico, necessitando somente do acompanhamento clínico e laboratorial,

monitorando a possibilidade de disseminação para outros órgãos (BRASIL, 2008;

SOUSA, 2013).

Quando se trata de infecção cutânea ou pulmonar, a terapêutica passa a ser

medicamentosa: prescreve-se fluconazol e itraconazol. Para o Sistema Nervoso

Central (SNC), administra-se a Anfotericina B (AFB) (SOUSA, 2013). Porém a

terapêutica quando em associação da anfotericina com a 5-flucitocina (5-FC)

apresenta melhor tratamento inicial, e depois pode ser alterado por fluconazol por pelo

menos oito semanas ou até apresentar resultados negativos em culturas de líquor

(BRASIL, 2008).
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Já em caso da infecção do SNC co-infectado com o Vírus da Imunodeficiência

Humana (HIV) administra-se, além da anfotericina B em associação com a flucitosina,

o coquetel de medicamentos antirretrovirais, no entanto, na terapia de manutenção

com o fluconazol por tempo prolongado, pode causar resistência (BRASIL, 2008;

SOUSA, 2013; ALMEIDA; MACHADO, 2014).

Quadro 1: Classe de medicamento utilizados na terapêutica antifúngica contra criptococose, de acordo
com o estado imunológico.

ESTÁGIO
DA DOENÇA

CO-INFEC-
ÇÃO

CLASSE DO
ANTIFÚN-

GICO
DROGA MODO DE AÇÃO REFERÊNCIA

Assintomáti-
co Não Nenhuma Tratamento não

farmacológico

Acompanhamen-
to clínico e
laboratorial

BRASIL, 2008;
SOUSA, 2013

Cutâneas/
Pulmonares Não Azólicos Fluconazol

Itraconazol

Inibição da 14α-
lanosterol-
desmetilase

BRASIL, 2008;
MURRAY; KEN;
MICHAEL, 2011;
ALMEIDA;
MACHADO, 2014

SNC Não

Polienos em
associação
com análogos
de pirimidina

Anfotericina B em
associação com
5-flucitosina

Ligação da AFB
ao ergosterol,
desestabilizando
a membrana
formando poros,
5-FC impede
síntese de ácidos
nucleicos

BRASIL, 2008;
MURRAY; KEN;
MICHAEL, 2011

SNC HIV

Polienos em
associação
com análogos
de pirimidina

Anfotericina B em
associação com
5-flucitosina

Ligação da AFB
ao ergosterol,
desestabilizando
a membrana
formando poros,
5-FC impede
síntese de ácidos
nucleicos

BRASIL,, 2008;
MURRAY; KEN;
MICHAEL, 2011

O fluconazol e o itraconazol são indicados para tratar infecções superficiais e

profundas, agem inibindo a enzima citocromo P450 14α-lanosterol-desmetilase

desencadeando inibição na síntese do ergosterol (SANGLARD, 2003).

A anfotericina B, fármaco de escolha para o tratamento da criptococose, age

nas células fúngicas formando complexos com o ergosterol e fosfolipídios da

membrana, extravasando o conteúdo intracelular e outros componentes vitais para a

célula, causando a apoptose (LINCOPAN et al., 2005).

A flucitosina atua inibindo a síntese de ácidos nucleicos, evitando a transcrição

do RNA, impedindo a replicação do fungo (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009).
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14-α-lanosterol-desmetilase

AanfotericinaB,quandoemassociaçãocomaflucitosina,aoligar-seno

ergosteroldofungo,formaporosporondeaflucitosinapassanacélulaeliga-seao

núcleo.Avantagemdaassociaçãoéquediminuiaschancesderesistênciafúngica,

diminuindoadosagemeconsequentemente,atoxicidadedaanfotericinaB,vistoque

emdosagensadequadas,mataascolôniasdeC.neoformans.Emcontrapartida,a

terapêuticaédealtocusto(SILVA,2004;MORALES,2009).

Oalvocelulardosfármacosacimacitadospodeserilustradopelafigura4.

Figura4:Alvocelulardosfármacosutilizadoparaotratamentodacriptococose.

Fonte:AUTOR.

Infelizmente, devido à debilidade do paciente e a possíveltoxicidade

desencadeadapelousosimultâneodeváriasdrogasjuntodaSíndromeInflamatória

deReconstituiçãoImune(SRI),oíndicedeóbitostemsidoelevadoefrequente

mundialmente(BRASIL,2008;SOUSA,2013).

Osefeitoscolateraisdesencadeadospelousodosantifúngicosfluconazol,

itraconazol,anfortericinaBeanfotericinaBemassociaçãocomaflucitocinapodem

serdescritosnoquadro2.
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Quadro 2: Efeitos colaterais desencadeado pelo uso de antifúngicos para tratar a criptococose.

Droga Fluconazol Itraconazol Anfotericina B Anfotericina B associado
a flucitocina

Dose 200 a 400mg/ dia 200 a 400mg/dia 0,5 a 1mg/kg/dia 0,7 a 1 mg/kg/ dia + 100
mg/kg/ 6h

Duração 6 a 12 meses 6 a 12 meses 6 a 12 meses 2 semanas

Via de
administração

Via Oral Via Oral Via Intravenosa Via Intravenosa e via oral
respectivamente

Efeitos
colaterais

Anafilaxia; síndrome de
Stevens-Johnson, necrólise
epidérmica tóxica,
hipersensibilidade; náusea,
vômitos, dores abdominais,
diarreia, dispepsia, distúrbiosdo
paladar; Elevação transitória
das enzimas hepáticas,
necrólise hepática, disfunção
hepática; hiperlipidemia,
hiperglicemia, leucopenia,
trombocitopenia,
hipopotassemia,
hipocortisolismo secundário,
prurido, exantema, alopecia,
erupção maculo-papular,
angioedema, amenorreia.

Náusea, vômito, dor abdominal,
diarreia, anorexia, dispepsia,
obstipação, xerostomia, perda de
apetite, aumento da sede; edema
de membros inferiores, edema
pulmonar; convulsões, cefaleia,
tontura, cansaço, mudanças de
humor, exantema, prurido,
síndrome de Stevens-Johnson,
alopecia, urticária, angioedema;
diminuição da libido; distúrbios
neutropênicos, diminuição do
volume urinário; hipertensão;
febre, hipertrigliceridemia,
hepatotoxicidade; insuficiência
cardíaca congestiva,
hipopotassemia.

Anemia; hipopotassemia, cansaço,
fraqueza, dor generalizada,
parestesias, cãibras; febre, cefaleia,
mal-estar, vômitos, perda de
apetite, diarreia, dor epigástrica,
perda de peso, xerostomia,
dispepsia, pele seca, gastroenterite
hemorrágica, úlcera, arritmia,
tromboflebite, cardiomiopatia,
hipertensão; choque, edema
pulmonar, dispneia, taquipneia,
broncoespasmo, hipóxia.
Anafilaxia, reações anafilactoides.
Síndrome do homem vermelho,
erupção cutânea, púrpura, prurido,
sudorese, dermatite esfoliativa,
eritema multiforme, alopecia.

Os mesmos da
anfotericina B além de
Insuficiência renal aguda,
sedação e perda da
distensão abdominal,
audição, alucinação,
confusão mental, cefaleia.

Contra-
indicação

Hipersensibilidade ao fármaco
ou a outro componente da
fórmula;
Porfirias agudas.

Hipersensibilidade;
Uso concomitante com fármacos
biotransformados pelo citocromo
CYP3A4; Insuficiência cardíaca
congestiva ou história desta
doença; Mulheres grávidas ouque
planejam engravidar.

Hipersensibilidade;
Tratamento de dermatofitoses
superficiais; Lactação; Infecções
fúngicas não-invasivas em
pacientes imunodeprimidos com
contagem normal de neutrófilos.

Os mesmos da
anfotericina B além de
casos de gravidez,
hipersensibilidade à
flucitosina ou qualquer
componente da fórmula.

Referências BRASIL, 2008; BRASIL, 2014. BRASIL, 2008; BRASIL, 2014. BRASIL, 2008; BRASIL, 2014.

DERAY, 2002; BRASIL,
2008; BARBOSA-
JUNIOR, 2010; BRASIL,
2014.
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3.4 Plantas medicinais e Produtos naturais

O Brasil apresenta grande diversidade vegetal, correspondente a 20% do total

da flora mundial catalogada pela Organização das Nações Unidas para a Educação,

a Ciência e a Cultura (UNESCO), sendo considerada a maior do mundo, e junto a isto,

apresenta grande uso de plantas medicinais, associando o conhecimento tradicional

à tecnologia, validando cientificamente suas finalidades terapêuticas, desenvolvendo

um ramo da ciência denominada de Fitoterapia (LOPEZ, 2006).

Devido ser de fácil acesso, baixo custo, conhecimento tradicional, a fitoterapia

tem uma abrangência mundial, correspondendo no Brasil a 7% do mercado

farmacêutico nacional. Com isso, os produtos naturais são uma alternativa viável e

eficaz na prevenção e combate de diversas patologias, devido a ações terapêuticas,

como tem sido relatado na literatura (FERREIRA, 2006; NETO et al., 2014).

Em plantas aromáticas, há células especiais capazes de produzir os óleos

essenciais, encontrados em partes de plantas como flores, folhas, raízes, caules e

sementes, constituídos por substâncias voláteis, lipofílicas, geralmente odoríferas e

líquidas, caracterizadas por compostos orgânicos tais como hidrocarbonetos

terpênicos, alcoóis simples e terpênicos, aldeídos, cetonas, fenóis, ésteres, éteres,

óxidos, peróxidos, furanos, ácidos orgânicos, lactonas e cumarinas, e compostos com

enxofre (MACHADO et al. 2013).

As ações terapêuticas das plantas que contém óleos essenciais, com

finalidades medicinais ocorrem ocorrem devido aos metabólitos secundários

presentes, que são sintetizados através de reações catabólicas, anabólicas e da

biotransformação dos aminoácidos, carboidratos e lipídios presentes em partes das

plantas (ALVA; QUEZADA; RODRIGUEZ, 2014).

Pesquisadores relataram que plantas com ação antimicrobiana decorrem de

sua composição com monoterpenos, sesquiterpenos, sendo realizados estudos nos

fitoconstituintes isolados das partes das plantas como o eugenol, timol, carvacrol, citral

(SOARES; TAVARES-DIAS, 2013).

Estudos realizados por Nóbrega et al., (2016), demonstram que o carvacrol

frente à Cryptococcus neoformans, apresentou ação antifúngica, sendo assim de

grande valia, estudos mais avançados para esta molécula, na intenção de novas

alternativas para o tratamento.
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Com isto, estudos mostram que a partir dos óleos essenciais e de seus

compostos isolados, tais como o carvacrol, citral, timol, entre outras moléculas, tem

se apresentado como um promissor antimicrobiano in vitro, apesar de não apresentar

o seu modo de ação bem definido (LOBO, 2009).

3.5 Fitoconstituinte timol

O timol pode ser encontrado majoritariamente nas espécies Lippia sidoides

Cham., Satureja thymbra, Satureja montana, Satureja parvifoli, Origanum vulgare,

apresentando atividades bactericida e bacteriostática, fungicida e fungistática

(MASTELIC et al, 2008; COSTA et al., 2011; GIWELI et al, 2012).

O monoterpeno timol, 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (Figura 5), fórmula molecular

C10H14O e massa molar de 150,22 g/mol, pouco hidrossolúvel, pH neutro,

apresenta-se na forma de cristais grandes translúcidos incolores ou brancos, com

odor característico ao tomilho (Thymus spp.) (NOSTRO et al., 2004; BOTELHO et al.,

2007).

Figura 5: Estrutura molecular do 5-metil-2-(1-metiletil)-fenol (timol).

Fonte: AUTOR.

Em estudos realizados por Coelho et al. (2013), o timol teve resultados

satisfatórios, visto que a concentração inibitória mínima para Salmonella e Enteritidis

foi de 0,39% e para Staphylococcus aureus foi de 0,78%, mostrando característica de

bom conservantes e/ou sanificantes a serem empregados na área de alimentos.

Há relatos na literatura de que o timol tem sido utilizado para tratar infecções

epiteliais e por inalação, e quando associado a outras substâncias também voláteis, é

utilizada para tratar infecções respiratórias (KORDALI et al., 2008).
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Meioextracelular Meioextracelular

Fosfolipídeo
Citosol

Ergosterol
Citosol

Bragaetal.(2008)realizouumestudodestefitoconstituintefrenteacepasde

Candidaalbicans,enotou-sequea menorconcentraçãodetimolparainibiro

crescimentofoide125μg/mL,emqueocorreuinteraçãodofitoconstituitecomos

biofilmespresentesnaconstituiçãodo microrganismo,causandoalteraçõesnas

estruturasdosbiofilmesdofungo.

Aatividadeantimicrobianapodeestarrelacionadaaoataqueaosfosfolipídios

localizadosnamembranadomicrorganismo(Figura6),desencadeandoumaumento

napermeabilidadeeperdacitoplasmática,inibindoabiossíntesedeergosterol,ouaté

mesmonocontatocomenzimaspresentesnamembranacelulardificultandoa

sobrevivênciacelular(EMIROGLUetal.,2010,RAOetal.,2010;AHMADetal.,2011).

Talmododeaçãopodeserentendidodevidoasligaçõesdotimolatravésde

seuradical-OHcomosgruposaminaehidroxilaminapresentenasproteínasdas

membranas,alterandoapermeabilidadeeliberandooconteúdocelular(JUVENetal.,

1994;ALMEIDA,2015).

Figura6:Esquematizaçãodopossívelmododeaçãodotimol,descritoporEMIROGLUetal.,2010.
A.Chegadadotimolamembranacelulardofungo.B.Ataquedotimolaosfosfolipídeospresentesna

membrana,extravasandooconteúdocitoplasmático.

Fonte:AUTOR.

Otimolapresentaumamploespectrodeatividadebiológica,alémdaatividade

antimicrobianaeantiséptica,podendoserutilizadaparatratardiversasdoenças,

devidoaaçãoantiinflamatórias,antioxidantesecicatrizante,fatoestequeo

fitoconstituintepodeserconsideradouma moléculapromissora(BOTELHOetal.,

2007;SANCHEZetal.,2009).

Porestarazão,jáforamrealizadosestudoscommicropartículasdetimoldando

ênfaseàliberaçãodeformacontrolada,ondenostestesrealizados,asmicropartículas
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não reticuladas apresentou uma liberação chegando a 90% no primeiro dia, enquanto

que as micropartículas reticuladas reduzindo a liberação do timol, classificada como

não-fickiana (mais lenta, super dispersiva) (MACIEL, 2014).

Por fim, a cerca do exposto, é propício à realização de pesquisas na busca de

novas moléculas com ação antimicrobiana para tratar doenças fúngicas, pois, além

da resistência, são inúmeros os efeitos adversos causados pelo uso prolongado dos

antifúngicos existentes, na perspectiva de menores efeitos colaterais e maior eficácia

(MARTINEZ-ROSSI et al., 2008; SPINELLO, 2013).
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4. METODOLOGIA

4.1Cryptoccoccus neoformans e Meio de cultura

As cepas de leveduras de Cryptococcus neoformans (FCF-102, JM-10, FCF-

119, ICB-2601, LM-22, LM-39, ICB-59, LM-120, LM-0310, LM-5) utilizadas foram

cedidas pela Profª Drª Edeltrudes de Oliveira Lima (Laboratório de

Microbiologia/DCF/UFPB) e estocadas em meio Ágar Saboraud Dextrose.

Na realização dos experimentos para análise da atividade antifúngica da

substância, foram utilizados os meios de culturas caldo Saboraud e o Ágar Saboraud

Dextrose (DIFICO® - Laboratories LTDA). O preparo destes meios seguiu as

instruções do fabricante e foram distribuídos em tubos e placas de ensaio ideaispara

os estudos microbiológicos.

As cepas foram repicadas no meio de cultura ágar saboraud dextrose,

incubadas em estufa bacteriológica durante 48 horas a 37ºC.

4.2Substância analisada

A substância timol foi obtida comercialmente da Sigma-Aldrich®. Para

solubilizar este fitoconstituinte em água, foi utilizado o Polissorbato 80 (Tween 80) 1%

da Sigma-Aldrich® e Dimetilsulfóxido (DMSO) 1% da Sigma-Aldrich®.

4.3Antifúngico-padrão

Para o controle padrão do teste da atividade antifúngica do timol, foi utilizada a

anfotericina B (Sigma Aldrich®).

4.4 Inóculo

Para o preparo do inóculo, retirou-se uma alíquota da cepa de Cryptococcus

neoformans previamente semeado em ASD e suspendeu-a em tubo com solução

salina a 0,85% estéril.
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Oinóculofoiajustadodeacordocomaescalade0,5McFarlandemsuspensão

domicrorganismoemsoluçãosalina0,85%estéril,correspondentea5x106UFC/mL

(Figura7).

Figura7:Esquematizaçãodopreparodoinóculo.Retirou-seumaalíquotadacepadeCryptococcus

neoformansemASD(I),suspendeu-aemtubocomsoluçãosalinaa0,85%estéril(II)ecomparou-se

aturvaçãocomopadrãode0,5McFarland(5x106UFC/mL)(III).

III.

Fonte:AUTOR.

4.5 DeterminaçãodaConcentraçãoInibitóriaMínima(CIM)eFungicida

Mínima(CFM)

ParaadeterminaçãodaConcentraçãoInibitória mínima(CIM)dotimol,foi

realizadaatécnicadeacordocomasnormasM27-A2doCLSI,2002;CLEELAND,

SQUIRES,1991;ELOFF,1998,epodeserilustradapelafigura8.Foramdistribuídos

100μldocaldoSaboraudDextroseduplamenteconcentradoemplacasde96orifícios

efundoem“U”.Emseguida,foidistribuída100μldasoluçãotimolduplamente

concentrado(1024μg/mL)somentenaprimeiralinhaefoirealizadoadiluiçãoseriada

aumarazãode2(Figura9).Asduasúltimaslinhascorresponderamaocontrolepara

avaliaraviabilidadedascepas(meiodeculturacaldosabourauddextrose mais

inóculosemasubstânciaanalisada)eaesterilidadedo meiodecultura(caldo

sabouraudsemasubstânciatestada).

Comauxíliodeumapipetade10μl,foiadicionadooinóculoemcadaumadas

cavidadesdaplaca.Foramfeitososcontrolescomantifúngicopadrão(anfotericinaB)

edeesterilidade.Oensaiofoirealizadoemtriplicataeincubadoa37ºCpor48h.

Apósoperíododeincubação,procedeu-sealeituradaplaca,visualmente,pela

ausênciaoupresençadecrescimentodo microrganismoatravésda mudançado

aspectolímpidoparaturvo,indicandocrescimentodofungo.

II.I.
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I.
II.

IV.

III.

Figura8:EsquematizaçãodametodologiadescritaporM27-A2doCLSI,2002;CLEELAND,
SQUIRES,1991;ELOFF,1998.I.DistribuiçãodoCaldoSaboraudduplamenteconcentradonas
cavidadesdaplacademicrodiluiçãoeadiçãodofitoconstituintenaprimeiralinhadaplacade

cavidadeem“U”.II.Microdiluição,deformaqueaconcentraçãodecadalinhadiminuaaumarazão
de2.III.Adiçãodoinóculoacadapoçodaplaca,excetonocontrolenegativo.IV.Armazenamentona

estufabacteriológicapor48ha37ºC.

Fonte:AUTOR.

Figura9:Ilustraçãodatécnicademicrodiluiçãoemplacade96cavidadesem“U”.Apósa
microdiluição,aconcentraçãoinicialfoide1024μL/mL.Asduasúltimaslinhasficaramparacontrole:

“+”positivo(meiodeculturaeoinóculo)e“-”negativo(apenasmeiodecultura).

Fonte:AUTOR.
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I. II. III.

Com isso, foi determinada a CIM, a menor concentração da substância capaz

de inibir o crescimento do fungo analisado, verificado por uma não mudança de

aspecto límpido da cavidade da placa.

Para a determinação da CFM (Figura 10), foi retirado 10 µL da cavidade em

que não houve crescimento fúngico (CIM, 2x CIM e 4x CIM) e este volume foi semeado

nas placas com meio Ágar Saboraud Dextrose (ASD). Após semear todas as Placas

de Petri, foram armazenadas em uma estufa bacteriológica à 35ºC por 48h. Depois do

período de incubação, foi realizada a contagem das unidades formadoras de colônias

(UFC), considerado CFM a mais baixa concentração suficiente para inibir o

crescimento fúngico em até o número de três UFCs (KLEPSER et al., 1998; ERNST

et al., 1999; CANTÓN et al., 2003; COSTA et al., 2008).

Figura 10: Esquematização da técnica para determinar a CFM. Retirou-se 10µL das cavidades
correspondente a CIM, 2xCIM e 4xCIM (I), e as semeou em placas de petri com meio ASD (II).

Depois armazenou-se em estufa bacteriológica a 35ºC por 48h (III) (KLEPSER et al., 1998; ERNST et
al., 1999; CANTÓN et al., 2003; COSTA et al., 2008).

Fonte: AUTOR.

4.6Ensaio com colesterol e ergosterol

A CIM do timol e da anfotericina B (controle) frente às cepas C. neoformans

LM-39 e ICB-2601 foram determinadas pela técnica de microdiluição (CLSI M27-A2)

na ausência e presença do ergosterol (ESCALANTE et al., 2008) e colesterol (LIMA

et al., 2013) nas concentrações de 100, 200 e 400 µg/mL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foi realizada a análise da atividade do timol frente às cepas de C. neoformans

pela técnica de microdiluição seriada em caldo, segundo as normas de M27-A2 do

CLSI, 2002; CLEELAND, SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998.

Importante mencionar a realização de testes da viabilidade do inóculo e

esterilidade de meio de cultura durante todos os experimentos realizados, em que o

inóculo estava viável e o meio de cultura estava estéril para a realização dos

experimentos.

Na tabela 1 estão os resultados do experimento para determinação da

Concentração inibitória mínima (CIM) do timol e do antifúngico padrão, a Anfotericina

B frente ao C. neoformans, onde as CIM variaram de 20 a 51 µg/mL para o timol e de

0,5 a 1 µg/mL para a anfotericina B.

TABELA 1. Concentração mínima de Timol e de Anfotericina B necessária para inibir o crescimento
das cepas de Cryptococcus neoformans.

CEPAS CONTROLE
(microrganismo)

TIMOL
(µg/mL)

ANFOTERICINA B
(µg/mL)

FCF 102 + 51 0,5
FCF 119 + 25 0,62
ICB 59 + 20 0,5
ICB 2601 + 32 0,62
JM 10 + 20 1
LM 5 + 20 0,62
LM 22 + 51 1
LM 39 + 32 0,79
LM 120 + 25 0,5
LM 310 + 20 0,5

+: Crescimento do fungo no controle
CIM foi determinada pelo do cálculo da média geométrica.

Belato (2014) utilizou a técnica de microdiluição em caldo para analisar o

potencial antifúngico do timol diante de microrganismos como C. albicans, S. aureus

e S. mutans. Após a exposição de 24 h, a CIM do timol para o fungo patogênico C.

albicans, foi de 10 µg/mL, e para as bactérias patogênicas S. aureus e S. mutans, foi

de 160 µg/mL, apresentando resultados satisfatórios. O timol demonstrou ser uma

molécula promissora contra microrganismos, e apresentou melhor CIM contra fungos,

apesar da CIM do timol diante de C. neoformans ter apresentado valor diferente.
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Dantas (2013) analisou a ação inibitória do timol contra cepas de Penicillium

pela técnica de microdiluição e obteve uma discreta superioridade de ação do

fitoconstituinte em relação à anfotericina B, visto que o valor da CIM foi o mesmo para

as duas substâncias (128 µg/mL).

Após a determinação da CIM do timol, foi realizada a análise da concentração

fungicida mínima (CFM). A CFM pode ser compreendida como o menor valor da

concentração suficiente para reduzir 99,9% unidades formadoras de colônia (UFC)

(ERNST et al., 1996; KLEPSER et al., 1998; ERNST et al., 1999; CANTÓN et al.,

2003; COSTA et al., 2008).

No estudo, foi utilizado o controle de cada cepa de C. neoformans no intuito de

verificar a viabilidade das mesmas em meio sólido. A CFM para o timol variou entre

40 e 102 µg/mL, sendo estes valores correspondentes ao dobro de suas respectivas

CIM, exceto para as cepas LM-120 e LM-310 que correspondeu ao quádruplo da CIM,

conforme apresentado na tabela 2.

TABELA 2. Concentração Fungicida Mínima (CFM) de Timol necessária para eliminar até 99,9% UFC
de C. neoformans.

CEPAS CONTROLE
(microrganismo)

TIMOL
(µg/mL)

FCF 102 + 102
FCF 119 + 51
ICB 59 + 40
ICB 2601 + 64
JM 10 + 40
LM 5 + 40
LM 22 + 102
LM 39 + 64
LM 120 + 102
LM 310 + 80

+ : Crescimento fúngico do controle (inóculo e meio de cultura);
A CFM foi determinada pelo do cálculo da média geométrica.

Quando comparando a CFM do timol com a do carvacrol frente às cepas de C.

neoformans (NÓBREGA et al., 2016), a CFM variou entre 40 e 102 µg/mL para o timol

e 25 a 101 µg/mL para o carvacrol, tais resultados similares possivelmente se deram

devido a isomeria das duas moléculas quanto a posição do grupo hidroxila no anel

fenólico.

Após determinado os valores da CIM e CFM, seguiu-se para a etapa de

explorar o modo de ação do fitoconstituinte timol, em que foram utilizadas as cepas

LM-39 e ICB-2601 (cepas clínicas) de C. neoformans para verificar se há ligação do
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timol com o ergosterol ou se há interação com o colesterol (sinal de possível

toxicidade), de acordo com a metodologia de ESCALANTE et al., 2008 e LIMA et al.,

2013, respectivamente.

Um dos constituintes da membrana celular fúngica, é o ergosterol, sendo o

principal componente esteroide, que corresponde ao colesterol da membrana celular

mamífera (TOFANI, 2014). Desta forma, se com a presença do ergosterol e colesterol,

a CIM foi aumentada, indica que o timol pode estar interagindo, ou seja, possui

afinidade aos esteróis.

Na Tabela 3 encontram-se os resultados da CIM do timol mediante a ausência

e presença do ergosterol. Para as duas cepas de C. neoformans analisadas, LM-39 e

ICB-2601, na ausência de ergosterol, a CIM foi de 32µg/mL. Na presença de

ergosterol, a CIM manteve-se constante nas três concentrações de 100, 200 e400

µg/mL, que foi de 64 µg/mL, em que percebeu uma discreta interação do timol com o

ergosterol.

TABELA 3. Estudo do efeito do ergosterol na CIM do timol frente C. neoformans ICB-2601 e LM-39.

TIMOL
(µg/mL)

C. neoformans ICB-2601 C. neoformans LM-39
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st
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ol
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/m
L
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0
µg

/m
L

Er
go

st
er
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0
µg

/m
L

Er
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st
er
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40

0
µg

/m
L

1024 - - - - - - - -
512 - - - - - - - -
256 - - - - - - - -
128 - - - - - - - -
64 - - - - - - - -
32 - + + + - + + +
16 + + + + + + + +
8 + + + + + + + +
4 + + + + + + + +
2 + + + + + + + +
1 + + + + + + + +
0,5 + + + + + + + +

+ : Crescimento fúngico
- : Ausência de crescimento fúngico
A CFM foi determinada pelo do cálculo da média geométrica.

O possível mecanismo de ação do timol ocorre devido ao comprometimento da

membrana plasmática, podendo dissipar as cadeias polipeptídicas prejudicando

funcionalmente a membrana (NOSTRO et al., 2004; BARROSO, 2010). Como a CIM
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do timol mediante presença de ergosterol aumentou para o dobro de seu valor, sugere

que o referido terpeno pode estar interagindo com o ergosterol.

Corroborando com a interação do timol com o ergosterol, no estudo realizado

com Mota et al., (2012) frente a cepas da espécie Rhizopus oryzae, o timol na

presença do ergosterol (200 e 400 µg/mL) aumentou a CIM oito vezes, quando

comparado na ausência do ergosterol.

Na Tabela 4, encontram-se os resultados da CIM do timol mediante a presença

do colesterol e ausência do mesmo. A CIM manteve-se constante, 32 µg/mL, na

ausência e nas variadas concentrações de 100, 200 e 400 µg/mL de colesterol das

cepas LM-39 e ICB-2601. A adição do colesterol ao meio de cultura não interferiu na

CIM do timol, indicando que provavelmente este fitoconstituinte não interage com o

colesterol indicando que a toxicidade do timol não é medida por este tipo de interação.

Entretanto, a atividade antifúngica desse composto pode estar associada com

o aumento da permeabilidade da célula devido ao ataque aos fosfolipídios da

membrana, causando lise celular (EMIROGLU et al. 2010).

TABELA 4. Estudo do efeito do colesterol na CIM do timol frente C. neoformans ICB-2601 e LM-39.

TIMOL
(µg/mL)

C. neoformans ICB-2601 C. neoformans LM-39
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1024 - - - - - - - -
512 - - - - - - - -
256 - - - - - - - -
128 - - - - - - - -
64 - - - - - - - -
32 - - - - - - - -
16 + + + + + + + +
8 + + + + + + + +
4 + + + + + + + +
2 + + + + + + + +
1 + + + + + + + +
0,5 + + + + + + + +

+ : Crescimento fúngico
- : Ausência de crescimento fúngico
A CFM foi determinada pelo do cálculo da média geométrica.

Em contra partida, Mota et al., (2012) verificou que a ação do timol contra

espécies de Rhizopus oryzae, a CIM do timol quando exposto ao colesterol
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quadruplicou o valor quando na ausência do colesterol, independente da

concentração.

Acerca dos resultados obtidos, o timol provavelmente interage com o

ergosterol, esterol específico de células fúngica, e não apresentou interação com o

esterol de mamíferos - o colesterol exógeno - sendo necessários outros estudos para

determinar a toxicidade do fitoconstituinte diante das células humanas.

Por ter o mecanismo de ação definido, foi realizado o ensaio do ergosterol com

o antifúngico anfotericina B, controle padrão. A CIM aumentou consideravelmente na

presença de ergosterol (quatro vezes em relação à CIM quando comparado na

ausência de ergosterol para a cepa LM-39 e oito vezes para a cepa ICB-2601, quando

comparado com a CIM na ausência de ergosterol), conforme apresentado na tabela

5.

TABELA 5. Estudo do efeito do ergosterol na CIM da Anfotericina B frente C. neoformans ICB-2601 e
LM-39.

AFB
(µg/mL)

C. neoformans ICB-2601 C. neoformans LM-39
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L
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L
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64 - - - - - - - -
32 - - - - - - - -
16 - - - - - - - -
8 - - - - - - - -
4 - - - + - - - +
2 - - + + - - + +
1 - + + + - + + +
0,5 - + + + - + + +
0,25 - + + + + + + +
0,125 + + + + + + + +

+ : Crescimento fúngico
- : Ausência de crescimento fúngico
A CFM foi determinada pelo do cálculo da média geométrica.

A anfotericina B age na célula devido à afinidade pelos esteróis possuindo

afinidade pela membrana do fungo, interagindo com o ergosterol (ESPADA et al.,

2008; WASAN et al., 2009), e colesterol, formando poros transmembranosos,

extravasando o conteúdo intracelular necessário para a manutenção celular,

causando a apoptose (CARRARO, 2013).
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O efeito do colesterol na CIM da anfotericina B pode ser percebido ao ver que

a CIM dobrou quando comparado com a CIM da anfotericina B na ausência de

colesterol, para ambas as cepas, como pode ser visto na tabela 6.

TABELA 6. Estudo do efeito do colesterol na CIM da anfotericina B frente C. neoformans ICB-2601 e
LM-39.

AFB
(µg/mL)

C. neoformans ICB-2601 C. neoformans LM-39
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1024 - - - - - - - -
512 - - - - - - - -
256 - - - - - - - -
128 - - - - - - - -
64 - - - - - - - -
32 - - - - - - - -
16 - - - - - - - -
8 - - - - - - - -
4 - - - - - - - -
2 - - - - - - - -
1 - - - - - - - -
0,5 - - - - - + + +
0,25 - + + + + + + +
0,125 + + + + + + + +

+ : Crescimento fúngico
- : Ausência de crescimento fúngico
A CFM foi determinada pelo do cálculo da média geométrica.

Apesar do colesterol e ergosterol serem moléculas bastante parecidas - o

ergosterol, possui um grupo metila adicional, uma dupla ligação na cadeia lateral e

dupla ligação no núcleo esteroide - as moléculas de anfotericina B muito curtas

(monomérica) possui pouca interação com o colesterol e forma canais, sendo assim,

apresentam pouca toxicidade e um maior índice terapêutico, porém visando diminuir

a toxicidade plasmática em pacientes que fazem uso prolongado de Anfotericina B,

estudos mostram que a administração deste medicamento na formulação lipídica e

lipossômica, minimiza a interação com o colesterol, podendo ser considerado de

grande valia (BOLARD et al. 1991; RAMOS et al, 1996; HUANG et al., 2002;

DENNING; HOPE, 2010; BARROS, 2013).
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6. CONCLUSÃO

O fitoconstituinte timol apresentou atividade antifúngica contra Cryptoccoccus

neoformans nas condições avaliadas. O timol inibiu o crescimento do C. neoformans

e parece estar envolvido com a complexação do ergosterol, sendo necessários novos

estudos para aprofundar o potencial antifúngico desta molécula.

São necessários estudos exploratórios a respeito da toxicidade do timol diante

das células humanas, apesar de que nas condições avaliadas não houve interação do

timol com o colesterol exógeno no experimento in vitro.
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