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Atividade antifúngica do óleo essencial de Thymus vulgaris L. e fitoconstituintes 
contra Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus: interação com ergosterol. MOTA, 
K. S. L. 2013. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, área de 
concentração: Farmacologia) - CCS/ UFPB, João Pessoa. 

 

RESUMO 

 
As mucormicoses são infecções que possuem elevadas taxas de morbidade e 
mortalidade, limitado arsenal terapêutico, devido a resistência aos antifúngicos. 
Portanto, existe uma significativa necessidade de priorizar, testar e aplicar melhorias 
terapêuticas para o tratamento das mucormicoses. É nesse contexto, que os óleos 
essenciais e fitoconstituintes vem se destacando como uma nova abordagem 
terapêutica. O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade antifúngica in vitro do 
óleo essencial (OE) de Thymus vulgaris L. e de seus componentes majoritários 
(timol e p-cimeno) contra Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus, através da 
triagem microbiológica, da determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e 
fungicida mínima (CFM), avaliação dos efeitos dos fitoconstituintes no crescimento 
micelial, na germinação dos esporos fúngicos, na morfologia fúngica e interação com 
ergosterol. Também foi avaliada a toxicidade pré-clínica aguda em camundongos. 
Na triagem microbiológica o óleo essencial de T. vulgaris apresentou um dos 
melhores perfis antifúngicos contra cepas resistentes de R. oryzae. A CIM dos 
produtos variou entre 128-512 µg/mL, já as CFMs do óleo essencial e timol variaram 
entre 512-1024 µg/mL e 128-1024 µg/mL, respectivamente. Os resultados também 
mostraram que tanto o OE como o timol inibiram significativamente o 
desenvolvimento micelial e a germinação de esporos de ambas as espécies de 
Rhizopus. Em seguida foi mostrado que os produtos testados alteram a morfologia 
de R. oryzae e R. microsporus. Na investigação do mecanismo de ação antifúngica 
foi evidenciado que o OE e o timol interagem com o ergosterol, esterol presente na 
membrana dos fungos. No ensaio toxicológico pré-clínica agudo, as doses de 125, 
250, 500 e 1000 mg/kg via intraperitoneal (i.p.) apresentaram atividade depressora 
do sistema nervoso central (SNC). Adicionalmente a estes parâmetros foi 
evidenciado que o OE e o timol nas doses de 125 e 250 mg/kg não promoveram 
alterações significativas na evolução ponderal e peso dos órgãos dos camundongos. 
Entretanto, ambas as doses das drogas-teste alteram alguns parâmetros 
hematológicos dos camundongos. Após 72 h de observação o OE apresentou DL50 
estimada em 250 mg/kg para camundongos machos e 459,6 mg/kg para as fêmeas. 
Já o timol apresentou DL50 estimada em 222,3 mg/kg para os machos e 1551 mg/kg 
para as fêmeas. Estes dados indicam que o óleo essencial de T. vulgaris e timol, 
apresentam forte atividade antifúngica, que pode estar relacionada com a interação 
com ergosterol e consequentemente lise de membrana.  
 
 
 
 
Palavras-chave: Lamiaceae, Thymus vulgaris, timol, Rhizopus, atividade antifúngica 
e óleos essenciais. 

 

 



 Antifungal activity of Thymus vulgaris L. essential oil and phytoconstituents against 
Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus: interaction with ergosterol. MOTA, K. S. L. 
2013. Tese (Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, área de 
concentração: Farmacologia) - CCS/UFPB, João Pessoa. 

 

ABSTRACT 

 
 
Mucormycoses are infections that have high rates of morbidity and mortality. They 

show high resistance to antifungal agents, and there is a limited therapeutic arsenal 

currently available, therefore, there is a great need to give priority to testing 

therapeutic agents for the treatment of mucormycosis. Along this line, the use of 

essential oils and phytoconstituents has been emphasized as a new therapeutic 

approach. The objective of this work was to investigate the antifungal activity of the 

essential oil (EO) of Thymus vulgaris, and its constituents thymol and p-cymene 

against Rhizopus oryzae and Rhizopus microsporus, through microbiological 

screening, determination of minimal inhibitory concentration (MICs) and minimal 

fungicidal concentration (MFCs), effects on mycelial growth and germination of 

sporangiospores, fungal morphology and interaction with ergosterol. Also was 

evaluated the preclinical acute toxicity in mice. In microbiological screening the 

T. vulgaris essential oil showed antifungal potential against resistant strains of 

R. oryzae.The MIC of EO and thymol varied 128–512 µg/mL, but the MFC of EO and 

thymol varied 512–1024 µg/mL and 128–1024 µg/mL, respectively. The results also 

showed that EO and thymol significantly inhibited mycelial development and 

germination of sporangiospores of both species of Rhizopus. Investigation of the 

mechanism of antifungal action showed that EO and thymol interact with ergosterol. 

These data indicate that EO of T. vulgaris and thymol possess strong antifungal 

activity, which can be related to their interaction with ergosterol, supporting the 

possible use of these products in the treatment of mucormycosis. In preclinical acute 

toxicology the doses of 125, 250, 500 and 1000 mg/kg intraperitoneally (i.p.) showed 

depressive activity on the central nervous system (CNS). In addition to these 

parameters was observed that the doses of 125 and 250 mg/kg did not change the 

body and organs weight of the animals, but it was observed change some of the 

hematological parameters of the mice. The EO showed DL50 of 250 mg/kg for male 

and 459.6 mg/kg for female; however the thymol showed DL50 of 222.3 mg/kg for 

male and 1551 mg/kg for female. These data indicate that EO of T. vulgaris and 

thymol possess strong antifungal activity, which can be related to their interaction 

with ergosterol. 

 

Keywords: Lamiaceae, Thymus vulgaris, thymol, Rhizopus, antifungal activity, 

essential oils. 
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Introdução   19 

1 INTRODUÇÃO 
 

1.1 Zigomicoses  

 

 Os fungos são cada vez mais reconhecidos como patógenos importantes em 

pacientes criticamente enfermos. Durante a última década, as infecções fúngicas, 

principalmente as causadas por microrganismos oportunistas vem adquirindo 

importância clínica cada vez maior. Várias razões têm sido propostas para o 

aumento das infecções fúngicas invasivas, incluindo o uso de agentes 

antineoplásicos e imunossupressores, antibióticos de largo espectro, enxertos, 

cirurgias mais invasivas, pacientes com queimaduras, neutropenia, infecção por HIV 

e pancreatite (KAUFFMAN, 2006; ENOCH; LUDLAM; BROWN, 2006; 

CRUZ et al., 2007).  

 Na literatura, a incidência de infecções oportunistas em ambientes 

hospitalares está relacionada com fungos pertencentes aos gêneros Candida, 

Aspergillus, Rhizopus, Penicillium, Fusarium e Cryptococcus, entre outros 

(HENNEQUIN, 1996; SINGH, 2003). Espécies do gênero Candida e Cryptococcus 

são as leveduras mais frequentemente isoladas na prática clínica. Já Aspergillus 

continuam sendo os fungos mais comuns que causam infecção invasiva, entretanto, 

tem havido um aumento significativo das infecções, devido a outros fungos 

ambientais, tais como Scedosporium, Fusarium e diversos zigomicetos, incluindo os 

fungos do gênero Mucor e, especialmente, Rhizopus (KAUFFMAN, 2006; ENOCH; 

LUDLAM; BROWN, 2006).  

 As zigomicoses são infecções causadas por fungos da classe Zygomycetes. 

Estes são fungos filamentosos pertencentes à duas ordens de importância clínica 

que causam infecções em humanos: a ordem Mucorales e Entomophthorales 

(Quadro 1) (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992; RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 

2000; PRABHU; PATEL, 2004). As características compartilhadas destes 

organismos incluem termotolerância e presença em habitats como solo e poeira. Os 

propágulos infecciosos (esporangiósporos) são inalados e, inicialmente, pode 

estabelecer uma infecção nos seios paranasais. Outras rotas de contaminação 

menos comuns incluem o trato intestinal após a ingestão dos esporos ou alimentos 

contaminados, bem como por inoculação através de incisões ou ferimentos 

penetrantes na pele (ROGERS, 2008). 
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 A maioria das zigomicoses é causada pelos fungos da ordem Mucorales, cuja 

infecção é denominada como mucormicose. Cada vez mais os membros dessa 

ordem têm sido capazes de causar infecções oportunistas progressivas, necróticas e 

geralmente fatais, em uma variedade de hospedeiros imunocomprometidos, tais 

como pacientes com doenças hematológicas, com neutropenia, que fazem uso de 

corticosteroides, pacientes com diabetes mellitus, com ou sem cetoacidose, 

transplantados e pacientes com níveis elevados de ferro no soro (Quadro 2). Estes 

patógenos raramente causam infecções em pacientes imunocompetentes 

(RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; IBRAHIM; EDWARDS; FILLER, 2003; 

PRABHU; PATEL, 2004), visto que, em um indivíduo saudável, a imunidade inata 

pode impedir a germinação dos esporos fúngicos e o desenvolvimento da doença 

(CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006).  

 Os gêneros da ordem Entomophthorales produzem uma infecção crônica 

denominada entomoftoromicose subcutânea, que acomete pacientes 

imunocompetentes, ocorrendo predominantemente em climas tropicais e 

subtropicais. Ao contrário de Mucorales, Entomophthorales não causam a infecção 

angioinvasiva (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; PRABHU; PATEL, 2004). 

 A incidência das mucormicoses vem aumentando nos últimos anos, 

representando a terceira infecção fúngica invasiva mais comum, depois das 

candidíases e aspergiloses. No entanto, é a segunda mais comum infecção invasiva 

(após aspergilose) diagnosticada entre os pacientes que se submetem a transplante 

de células tronco nos Estados Unidos. Ela representa 8,3-13% de todas as infecções 

fúngicas de pacientes com problemas hematológicos (RODEN et al., 2005; 

LEWIS et al., 2012). 

 Durante a última década, os avanços nos métodos de diagnóstico e a 

introdução de novos agentes antifúngicos melhorou significativamente o prognóstico 

de pacientes que desenvolvem infecções fúngicas invasivas. Entretanto, as 

mucormicoses são infecções cada vez mais emergentes e potencialmente fatais, 

devido às elevadas taxas de morbidade e mortalidade (WALSH et al., 2004; 

KAUFFMAN, 2006; LEWIS et al., 2012). A mortalidade varia de acordo com a 

manifestação clínica da doença, representando 96% para a forma disseminada, 85% 

para infecção gastrintestinal e 76% para a pulmonar (RODEN et al., 2005).



Introdução   21 

Quadro 1 - Agentes etiológicos das zigomicoses. 

 

Zygomycetes 

Ordem Mucorales Entomophthorales 

Gênero  Mucor Gênero  Basidiobolus 

 Espécie M. racemosus,  Espécie B. ranarum  

  M. circinelloides Gênero  Conidiobolus 

  M. ramosissimus  Espécie C. coronatus 

  M. indicus    C. incongruus 

  M. hiemalis    

Gênero  Rhizopus    

 Espécie R. arrhizus (R. oryzae)    

  R. rhizopodiformis    

  R. azygosporus    

  R. stolonifer    

  R. schipperae    

  R. microsporus var. 
microsporus 

   

  R. microsporus var. 
rhizopodiformis 

   

  R. microsporus var. 
oligosporus 

   

Gênero  Rhizomucor    

 Espécie R. pusillus    

Gênero  Absidia    

 Espécie A. corymbifera    

  A. pophysomyces    

  A. elegans    

Gênero  Cunninghamella    

 Espécie C. bertholletiae    

Gênero  Saksenaea    

 Espécie S. vasiformis    

Gênero  Cokeromyces    

 Espécie C. recurvatus    

Fonte: Adaptado de Prabhu; Patel, (2004). 
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Quadro 2 - Fatores predisponentes para os pacientes desenvolverem zigomicoses. 

 

Fatores de risco 

Diabetes mellitus (tipo I e tipo II) com ou sem cetoacidose diabética 

terapia com deferoxamina  

Sobrecarga de ferro 

Acidose metabólica crônica 

   Envenenamento crônico por salicilatos 

   Insuficiência renal 

Pacientes imunodeficientes 

   Neutropenia  

   Transplante de órgãos ou de células hematopoiéticas 

   Infecção pelo HIV 

Imunossupressão farmacológica 

   Quimioterapia antineoplásica 

   Corticoterapia 

   Terapia anti-rejeição 

Doença hematológica maligna 

   Leucemia 

   Linfoma 

   Mieloma múltiplo 

Pele ou avaria dos tecidos moles 

   Queimaduras 

   Traumas 

   Feridas cirúrgicas 

Diverso 

   Uso de drogas injetáveis ilícitas 

   Desnutrição 

   O uso prolongado de agentes antimicrobiano de amplo espectro 

 

Fonte: Adaptado de Gonzalez; Rinaldi; Sugar, (2002) e Prabhu; Patel, (2004). 
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  As principais formas de manifestações clínicas das zigomicoses 

(mucormicoses) incluem a rinocerebral, pulmonar, cutânea, gastrintestinal e 

disseminada ou sistêmica (ROGERS, 2008). 

 A mucormicose rinocerebral (Figura 1A) é uma infecção que se origina nos 

seios paranasais e se estende até o cérebro. Representa a manifestação clínica 

mais comum desta doença, pois ocorre em quase metade dos casos das 

mucormicoses relatados na literatura. R. oryzae é o principal agente etiológico para 

esta doença. Os primeiros sinais e sintomas podem incluir febre, mal estar, 

congestão nasal ou dor, corrimento nasal serosanguinolento, dor facial unilateral ou 

inchaço e dor de cabeça (CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006). A 

taxa de mortalidade global é cerca de 62% e 16% nas infecções dos seios 

paranasais sem o envolvimento cerebral (RODEN et al., 2005). 

  A mucormicose pulmonar é mais frequentemente vista em pacientes com 

neoplasias hematológicas e neutropenia grave (SPELLPERG; EDWARDS; 

IBRAHIM, 2005). A doença pulmonar é a segunda manifestação mais comum, sendo 

que, cerca de 47% dos casos envolvem a infecção disseminada 

(TEDDER et al., 1994; RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000). As manifestações 

clínicas da mucormicose pulmonar não podem ser facilmente distinguidas das 

apresentadas nos casos de aspergilose pulmonar. Os pacientes podem apresentar 

febre, dispnéia, tosse e dor no peito. A taxa de mortalidade global é de 76%, mas, é 

maior em pacientes severamente imunossuprimidos (SPELLPERG; EDWARDS; 

IBRAHIM, 2005; CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006). 

  Os pacientes com elevado risco de desenvolver mucormicoses cutâneas 

(Figura 1B) são aqueles com ruptura da barreira cutânea normal de proteção. Os 

agentes etiológicos da mucormicose são tipicamente incapazes de penetrar a pele 

intacta. No entanto, queimaduras e ruptura traumática da pele, permitem que os 

fungos penetrem nos tecidos mais profundos (CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; 

PERFECT, 2006). Embora esta infecção seja frequente em pacientes com diabetes, 

leucemia e transplantados, é também a forma mais comum observada em 

hospedeiros normais e está associada com a menor taxa de mortalidade que é de 

10% (RODEN et al., 2005). Entretanto, a doença cutânea e subcutânea pode levar a 

fascite necrotizante, com uma mortalidade aproximada de 80% (SPELLPERG; 

EDWARDS; IBRAHIM, 2005). 
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  A mucormicose gastrintestinal (Figura 1C) afeta comumente o estômago, o 

cólon e o íleo. Casos de mucormicose hepática também têm sido associados com a 

ingestão de remédios fitoterápicos à base de plantas contaminadas (OLIVER et al., 

1996). Os sintomas são variados e dependem do local afetado. Dor abdominal 

inespecífica e distensão associada a náuseas e vômitos são os sinais e sintomas 

mais comuns (SPELLPERG; EDWARDS; IBRAHIM, 2005). Embora rara, esta 

infecção é geralmente fatal, com mortalidade de cerca de 85% (RODEN et al., 

2005). 

 

 

Figura 1 - Manifestações clínicas das mucormicoses A) rinocerebral, B) cutânea e 

C) gastrintestinal. 

 

 

Fontes: A) Cheema; Amin, (2007); B) Nouri-Majalan; Moghimi, (2008 ) e C) Mohta; Neogi; Das (2011). 

   

  Das formas de manifestações clínicas das mucormicoses induzidas por 

Rhizopus spp, a doença disseminada ou sistêmica é uma das mais comuns e 

extremamente fatal, com índice de mortalidade em torno de 96%, podendo envolver 

praticamente qualquer órgão do corpo, como a pele, sistema nervoso central, fígado, 

baço e rins. A maioria dos casos da doença disseminada envolve o pulmão ou sítios 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0266435605002081
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0266435605002081
http://www.ijpmonline.org/searchresult.asp?search=&author=Anup+Mohta&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.ijpmonline.org/searchresult.asp?search=&author=Sujoy+Neogi&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.ijpmonline.org/searchresult.asp?search=&author=Sujoy+Neogi&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
http://www.ijpmonline.org/searchresult.asp?search=&author=Swarup+Das&journal=Y&but_search=Search&entries=10&pg=1&s=0
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cutâneo e/ou subcutâneo como prováveis fontes primárias (TEDDER et al., 1994; 

RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000).  

 

 

1.2 Rhizopus 

 

  Os organismos mais comuns que causam mucormicoses em humanos são 

dos gêneros Rhizopus, Mucor, Rhizomucor e Absidia. Dentre tais gêneros 

destaca-se o Rhizopus, visto que, muitas de suas espécies causam mais de 70% 

das infecções por Zygomycetes (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; 

GREENBERG et al., 2004). As espécies mais comuns que causam a mucormicose 

pulmonar angioinvasiva é Rhizopus arrhizus (Rhizopus oryzae), seguido por 

Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis e Rhizomucor pusillus. R. oryzae é a 

causa mais frequente da forma rinocerebral desta infecção, enquanto 

R. microsporus var. rhizopodiformis produz principalmente as formas cutânea e 

gastrintestinal das zigomicoses (CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; 

PERFECT, 2006). 

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

temperatura de 37°C. Normalmente produzem uma colônia muito alta e fibrosa, que 

cresce rapidamente e encobre toda a superfície do Ágar. Tais colônias são de 

textura algodonosa, primeiramente brancas e com o decorrer do crescimento 

tornam-se acinzentadas ou amarronzadas, com abundantes esporângios 

pigmentados, que são vistos como as áreas escuras salpicando o micélio da outra 

forma pálida (Figura 2 A e 2 B). Já o aspecto microscópico de espécies deste gênero 

é de hifas largas (6-15 micrometros em diâmetro) não apresentando septos, ou 

muito poucos. Numerosos estolões são encontrados no micélio, conectando grupos 

de longos esporangióforos que geralmente não são ramificados. No ponto de 

encontro dos estolões e esporangióforos, os rizoides são produzidos. Os 

esporangióforos são longos e terminam em um escuro e redondo esporângio 

contendo uma columela e muitos esporangiósporos ovais, incolores ou 

amarronzados, como podem ser evidenciados nas Figuras 3, 4 e 5 

(LARONE, 1995; RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000). 

 

 



Introdução   26 

Figura 2 - Características macromorfológicas de R. oryzae em Ágar batata. 

A) Micélio aéreo e B) micélio vegetativo. 

A B

 

Fonte: Kelly Samara de Lira Mota, 2012. 

 

 

Figura 3 - Desenho esquemático demonstrando as características 

micromorfológicas de Rhizopus spp. 

 

Fonte: Ribes; Vanover-Sams; Baker, 2000. 
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Figura 4 - Fotomicrografia demonstrando as características micromorfológicos de 

R. oryzae (A e B). 

A B

 

100x 100x

 

→ Esporângio característico, → esporangióforo e ► rizoide.  

Fonte: Mota, (2011). 

 

 

Figura 5 - Fotomicrografia demonstrando as características micromorfológicos de 

R. microsporus (A e B). 

 

A B►

►

*

100x 400x

 

→ Esporângio característico, → esporangióforo, ► rizoide e * esporangiósporos.  

Fonte: Kelly Samara de Lira Mota, 2011. 

 

 

  As várias espécies do gênero Rhizopus têm distribuição mundial, sendo que, 

Rhizopus oryzae é a mais comum das espécies. Os esporangiósporos de Rhizopus 

são frequentemente isolados de amostras de ar. No ambiente doméstico, o uso de 

ar condicionado, tapetes, almofadas e cortinas de pano e outros móveis de madeira 

proporciona ambientes propícios para a proliferação e fixação de esporangiósporos 
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destes fungos. As principais formas de transmissão das mucormicoses induzidas por 

Rhizopus spp. em humanos incluem a inalação, ingestão e exposição cutânea. A 

maioria das infecções causadas por Rhizopus envolve os sítios rinocerebral e 

pulmonar. Ocorrendo secundariamente devido à inalação de esporangiósporos nos 

pulmões ou nos seios paranasais. A ingestão de tais fungos é geralmente a causa 

da zigomicose gastrintestinal (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; 

CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006).  

 

 

1.3 Tratamento das mucormicoses 

 

  Quatro fatores são fundamentais para tratar a mucormicose: rapidez no 

diagnóstico, reversão dos fatores subjacentes que predispõem, desbridamento 

cirúrgico adequado do tecido infectado e terapêutica antifúngica apropriada 

(IBRAHIM; EDWARDS; FILLER, 2003; ROGERS, 2008).  

  O ponto de partida para o sucesso do tratamento da mucormicose é 

reconhecer os pacientes com maior risco e sinais precoces da infecção. O 

diagnóstico precoce é importante, porque, pequenas lesões focais muitas vezes 

podem ser retiradas cirurgicamente antes de disseminar e afetar órgãos vitais, já 

que a maioria dos fungos da ordem Mucorales, a exemplo de R. oryzae, possuem 

rápida taxa de crescimento. Entretanto, não existem testes sorológicos ou baseados 

em PCR (reação de polimerase em cadeia) para permitir um diagnóstico rápido, e, 

portanto, cerca de metade dos casos de mucormicoses são diagnosticados após a 

morte. Dessa forma, ressalta-se assim a necessidade fundamental de fazer biópsias 

ou cultura do organismo causador em todas as suspeitas clínicas da infecção 

(SPELLPERG; EDWARDS; IBRAHIM, 2005; ROGERS, 2008).  

  Além do diagnóstico precoce, também é essencial corrigir ou controlar 

quaisquer fatores reversíveis predisponentes para melhorar o resultado do 

tratamento. Por exemplo, em pacientes diabéticos com cetoacidose, a hiperglicemia 

e acidemia devem ser controladas. Deve ser fortemente considerada a 

descontinuação da terapia imunossupressora ou deferoxamina, especialmente 

esteróides, quando é diagnósticado mucormicose (SPELLPERG; EDWARDS; 

IBRAHIM, 2005; ROGERS, 2008). 
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  O desbridamento cirúrgico do tecido infectado e necrótico deve ser realizado 

em caráter de urgência, visto que, a mucormicose frequentemente é uma infecção 

que progride rapidamente e o tratamento antifúngico sozinho, muitas vezes é 

insuficiente para controlar a infecção. Além disso, esta doença é marcada por 

angioinvasão, trombose e necrose do tecido, resultando em fraca penetração dos 

agentes antinfecciosos para o local da infecção (IBRAHIM et al., 2005a). 

  Os antifúngicos atualmente disponíveis no mercado farmacêutico atacam 

quatro alvos bioquímicos diferentes dos fungos pertencentes à ordem Mucorales. 

Estes agentes incluem: 1) polienos, 2) posaconazol, 3) equinocandinas e 

4) deferasirox (quelante de ferro). Além disso, terapias adjuvantes que reforçam a 

imunidade dos hospedeiros são novas estratégias terapêuticas, tais como 

5) transfusão de granulócitos e 6) terapia com citocinas (Figura 6) 

(SPELLBERG et al., 2009).  

 

 

Figura 6 - Alvos terapêuticos para o tratamento das mucormicoses. 

5) Transfusão de granulócitos

6) Terapia com citocinas

G-CSF, GM -CSF e YFN -

1) Polienos

2) Posaconazol

3) Equinocandina

4) Deferasirox

Absorção de ferro

Ferro

Citoplasma

Ergosterol

 -glucano

14  -demetilase

Transportador 

de ferro

 

Fonte: Adaptado de Spellberg et al (2009). 

  Na maioria dos casos, a terapia antifúngica primária para mucormicose deve 

ser baseada em um polieno. Regimes baseados em não polienos podem ser 
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apropriados para pacientes que não respondem a terapia com polieno ou para os 

pacientes imunocompetentes com infecção relativamente leve, que pode ser 

cirurgicamente erradicada (por exemplo, infecção cutânea suprafascial isolada) 

(Quadros 3 e 4) (SPELLBERG et al., 2009). Os polienos, cujo principal 

representante da classe é a anfotericina B, ligam-se ao ergosterol, o principal esterol 

presente na membrana celular de todas as células fúngicas, resultando na criação 

de poros na membrana, alterando a permeabilidade celular, causando o 

extravazamento dos componentes celulares, resultando em morte dos fungos 

(ODDS; BROWN; GOW, 2003; BAGINSKI et al., 2005; LEMKE et al., 2005; 

SPELLBERG et al., 2009).  

  Tradicionalmente, a anfotericina B, um antibiótico macrolídeo derivado dos 

actinomicetes Estreptomyces nodosus, é o agente de primeira linha para o 

tratamento da mucormicose (CHAYAKULKEERCE; GHANNOUM; PERFECT, 2006; 

SPELLBERG et al., 2009). Entretanto, são muitos os efeitos tóxicos da 

anfotericina B, especialmente nefrotoxicidade, além de náusea, vômitos, febre, 

hipertensão, hipotensão e hipóxia. Outros efeitos indesejados como a anemia 

acompanhada de trombocitopenia, tem sido outro fator preocupante na terapêutica 

antifúngica com anfotericina B (LANIADO-LABORÍN; CABRALES-VARGAS, 2009).  

  As formulações lipídicas da anfotericina B, especificamente, a anfotericina B 

lipossomal também são os agentes de primeira linha para o tratamento da 

mucormicose. A anfotericina B lipossomal é menos nefrotóxica e pode ser 

administrada com segurança em doses mais elevadas e por um longo período de 

tempo, quando comparada a anfotericina B. Além disso, a anfotericina B lipossomal 

possui melhor penetração no sistema nervoso central do que a anfotericina B e 

outras formulações lipídicas (Quadro 3) (SPELLBERG et al., 2009).  

  Os antifúngicos azólicos são classificados em imidazólicos e triazólicos. 

Esses fármacos atuam inibindo a biossíntese do ergosterol, por inibição da enzima 

14-α-desmetilase, que catalisa a remoção oxidativa do grupo 14-α-metil do lanosterol 

durante a síntese do ergosterol, resultando em diminuição da concentração do 

ergosterol, com consequente alteração da fluidez da membrana e inibição do 

crescimento fúngico (ODDS; BROWN; GOW, 2003; DENNING; HOPE, 2010). 

  Fluconazol e voriconazol não tem atividade contra os agentes causadores da 

mucormicose, já o itraconazol possui atividade limitada com as espécies de Absidia 

(DANNAOUI et al., 2003; SABATELLI et al., 2006). Portanto, o itraconazol não deve 
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ser considerado como um agente de primeira linha contra mucormicose, mas, a sua 

utilização pode ser considerada como terapia adjuvante, em situações cujos fungos 

são altamente sensíveis (SPELLPERG; EDWARDS; IBRAHIM, 2005).  

  O posaconazol, um novo triazol, é o primeiro membro desta classe a ter 

atividade fungicida in vitro comparável à anfotericina B contra a maioria dos 

zigomicetos (KWON; MYLONAKIS, 2007; ROGERS, 2008). No entanto, a 

monoterapia com posaconazol não pode ser recomendada como tratamento 

primário para mucormicose. Alguns dados clínicos disponíveis sugerem que o 

posaconazol é uma opção razoável para pacientes com mucormicose que são 

refratários ou intolerantes aos polienos (SPELLBERG et al., 2009). Além disso, uma 

vez que a infecção se estabilize, maior ênfase pode ser dada a terapia oral, usando 

drogas com melhores perfis de segurança, como posaconazol, cuja variabilidade 

farmacocinética pode ser otimizada por meio da avaliação clínica cuidadosa dos 

distúrbios gastrintestinais, otimização da dieta e monitoramento farmacoterapêutico. 

No entanto, a utilização de posaconazol para tratamento primário da mucormicose 

permanece sob investigação e deve ser feito com extrema cautela, devido à 

atividade inconsistente em diversos estudos experimentais da mucormicose 

disseminada (SAOULIDIS et al., 2011; LEWIS et al., 2012). São necessários dados 

adicionais para determinar se o posaconazol, sozinho ou em combinação com 

anfotericina B, pode ser útil para o tratamento da mucormicose. 

  Outra classe de antifúngico em estudo para o tratamento da mucormicose são 

as equinocandinas, cujo mecanismo de ação é a inibição da síntese do 

1,3-β-D-glucano, principal componente da parede celular fúngica 

(BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; SPELLBERG et al., 2009). Foi evidenciado que 

R. oryzae expressa a enzima alvo das equinocandinas (IBRAHIM et al., 2005b). 

Estudos mostraram que esses agentes em combinação com anfotericina B 

lipossomal ou com complexo lipídico da anfotericina B são eficazes nas 

mucormicoses induzidas em camundongos (Quadro 4) (SPELLPERG et al., 2005; 

IBRAHIM et al., 2008). 

  Além dos estudos em modelos animais, um pequeno estudo retrospectivo 

mostrou que a terapia de combinação da anfotericina B lipossomal e caspofungina 

significativamente apresentaram melhores resultados para mucormicose 

rino-órbito-cerebral entre os pacientes com diabetes, em comparação com a 

monoterapia com polieno (REED et al., 2008). Portanto, as equinocandinas podem 
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ser segundo agente, em especial em combinação com um polieno, para o 

tratamento dos casos graves de mucormicose (SPELLPERG; EDWARDS; 

IBRAHIM, 2005; SPELLPERG et al., 2009). Porém, ainda são necessários mais 

estudos que comprovem a sua eficácia e segurança clínica. 

  O papel central do metabolismo do ferro na patogênese da mucormicose 

sugere a possibilidade de utilização eficaz de quelantes de ferro como terapia 

antifúngica adjuvante (MA et al.; 2008). Novos inibidores da absorção de ferro em 

R. oryzae, podem prejudicar a capacidade angioinvasiva de crescimento do fungo. 

Sendo assim, o papel crítico de captação de ferro durante a infecção por R. oryzae 

também reforça a promessa de usar quelantes inéditos, a exemplo do deferasirox e 

deferiprona, como uma nova alternativa terapêutica no tratamento da mucormicose 

(LEWIS et al., 2012).  

  Semelhante ao posaconazol, o deferasirox está disponível apenas na 

formulação oral e também é uma boa opção no tratamento de pacientes com 

mucormicose refratários ou intolerantes ao polieno (Quadro 4). No entanto, os 

pacientes que não são suscetíveis de absorver adequadamente os medicamentos 

via enteral (por exemplo, pacientes que se submeteram à cirurgia intestinal) não 

devem ser tratados com deferasirox (SPELLBERG et al. 2009). O potencial 

antifúngico desse quelante de ferro como terapia adjuvante em combinação com 

outros agentes antifúngicos está sob intensa investigação, visto que, muitas 

questões permanecem incertas, como por exemplo, com qual droga deve ser 

associada, bem como o momento ideal, a dose e a duração dessas novas terapias 

para mucormicose (LEWIS et al., 2012). 

  Além da terapia antifúngica, várias medidas adjuvantes foram propostas para 

reforçar a imunidade do hospedeiro, incluindo o uso de fator estimulante de colônias 

de granulócitos-macrófagos ou fator estimulador de colônias, transfusões de 

leucócitos, o uso de interferon- e tratamento com oxigênio hiperbárico 

(CHAYAKULKEERCE; GHANNOUM; PERFECT, 2006). 

.
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Quadro 3 - Antifúngicos de primeira linha para o tratamento das mucormicoses. 

 

Antifúngicos Dose recomendada Vantagens Desvantagens 

Terapia antifúngica primária    

Anfotericina B (AB) 1,0-1,5 mg/kg/dia Mais de 5 décadas de experiências 

clínicas, baixo custo, é o único agente 

antifúngico licenciado para o tratamento 

da mucormicose. 

Altamente tóxico (especialmente 

nefrotoxicidade) e pouca penetração 

no sistema nervoso central (SNC). 

Formulações lipídicas de 

anfotericina B (FLAB) 

5-10 mg/kg/dia Menos nefrotóxico do que AB; melhor 

penetração no SNC do que AB e CLAB. 

Custo elevado 

Complexo lipídico de 

anfotericina B (CLAB) 

5-7,5 mg/kg/dia Menos nefrotóxico do que AB e dados 

clínicos retrospectivos sugerem benefício 

em combinação com equinocandinas.  

Mais nefrotóxico do que FLAB, 

possivelmente menos eficaz do que 

outras monoterapias, especialmente 

para infecção do SNC. 

 

Fonte: Adaptado de Spellberg et al (2009). 
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Quadro 4 - Terapia combinada com antifúngicos de primeira linha para o tratamento das mucormincoses. 

 

Antifúngicos Dose recomendada Vantagens Desvantagens 

Terapia primária combinada    

Caspofungina mais polieno 

lipídico 

70 mg i.v., depois 50 mg/dia por ≥ 

duas semanas; para crianças 50 

mg/m2 i.v.  

Perfil de toxicidade favorável; dados 

clínicos retrospectivos sugerem 

resultados melhores para mucormicose 

rino-órbito-cerebral  

Os dados clínicos da 

terapia de combinação 

são muito limitados. 

Micafungina ou anidulafungina 

mais polieno lipídico 

100 mg/dia ≥ 2 semanas; micafungina 

4 mg/kg/dia para crianças; micafungina 

10 mg/kg/dia para recém nascidos de 

baixo peso; anidulafungina 

1,5 mg/kg/dia para crianças. 

O perfil de toxicidade favorável; 

sinérgica com FLAB em modelo murino 

de mucormicose disseminada. 

Não existem dados 

clínicos. 

Deferasirox mais polieno 

lipídico  

20 mg/kg via oral diariamente durante 

2-4 semanas. 

Altamente fungicida para Mucorales in 

vitro; sinérgica com FLAB em modelo 

murino de mucormicose disseminada.  

Apenas disponível para 

administração enteral; não 

existem dados clínicos. 

 

Fonte: Adaptado de Spellberg et al (2009). 
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  Citocinas pró-inflamatórias, tais como o interferon- e fator estimulante de 

colônias de granulócitos-macrófagos, aumentam a capacidade dos granulócitos para 

matar os agentes causadores da mucormicose (GIL-LAMAIGNERE et al., 2005). 

Essa nova terapia têm sido cada vez mais utilizada para micoses refratárias, 

incluindo mucormicose (SLAVIN et al., 2002; GRIGULL et al., 2006), podendo assim, 

fornecer suporte adicional para pacientes neutropênicos persistentemente até a 

recuperação da neutropenia. Além disso, a administração de fator estimulante de 

colônias de granulócitos-macrófagos ou interferon- pode aumentar ainda mais a 

resposta do hospedeiro e o efeito antifúngico em pacientes não neutropênicos com 

infecção refratária (SPELLBERG et al. 2009). 

  Supõe-se que o oxigênio hiperbárico pode ser útil para o tratamento da 

mucormicose em conjunto com a terapia convencional, porque a pressão mais 

elevada de oxigênio melhora a capacidade dos neutrófilos para matar o 

microrganismo (COUCH; THEILEN; MADER, 1988). Apesar de limitados, os dados 

indicam que o oxigênio hiperbárico também pode ser útil em centros de saúde com a 

devida capacidade técnica e instalações adequadas (JOHN; CHAMILOS; 

KONTOYIANNIS, 2005). Entretanto, esse tratamento não pode ser recomendado 

rotineiramente, visto que, não tem sido estudada vigorosamente a sua eficácia e 

segurança.  

  Diante dos dados expostos, pode-se observar que atualmente o arsenal 

terapêutico para o tratamento das mucormicoses é limitado. Um dos grandes 

obstáculos para o tratamento farmacológico adequado desta infecção fúngica 

invasiva é a falta de ensaios clínicos comparativos dos diferentes agentes 

antifúngicos sistêmicos, pois tais estudos levariam dezenas de anos para obter 

pacientes suficientes para um estudo clínico padrão de fase III e sem dúvida, teriam 

um custo elevado. Mesmo assim, a escolha da terapia é feita com base nas 

experiências, complementadas por informações adquiridas a partir de estudos em 

modelos animais e em dados de suscetibilidade in vitro (SPELLPERG; EDWARDS; 

IBRAHIM, 2005; ROGERS, 2008). 

  Outro fator limitante da terapêutica da mucormicose é a resistência às drogas 

antifúngicas, acarretando graves consequências na clínica médica, devido à falha no 

tratamento, além de prejuízos econômicos para os sistemas de saúde. 

 A resistência microbiana pode ser classificada em primária (intrínseca) e 

secundária (adquirida). A resistência primária é encontrada naturalmente entre 
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certos fungos, sem exposição prévia ao fármaco, enfatizando a importância da 

identificação de espécies fúngicas resistentes a partir de amostras clínicas. Já a 

resistência secundária se desenvolve entre as cepas anteriormente suscetíveis, 

após a exposição ao agente antifúngico, e é geralmente dependente da expressão 

genética alterada (KANAFANI; PERFECT, 2008).  

 A resistência clínica é definida como a incapacidade de erradicar uma 

infecção fúngica, apesar da administração de um agente antifúngico com atividade 

in vitro contra o agente microbiano. Tais falhas podem ser atribuídas a uma 

combinação de fatores relacionados com o hospedeiro, o agente antifúngico, ou o 

agente patogênico. No entanto, nem sempre a resistência clínica pode ser prevista, 

realçando a importância de individualizar as estratégias de tratamento com base na 

situação clínica (KANAFANI; PERFECT, 2008).  

  A maioria dos pacientes com micoses invasivas experimenta falha do 

tratamento em virtude da resistência clínica. O que tem sido um fato preocupante e 

vêm conquistando grande importância clínica, visto que, muitos dos zigomicetos são 

resistentes à maioria dos antifúngicos utilizados para tratar micoses sistêmicas, 

incluindo 5-flucitosina (5-FC), cetoconazol, fluconazol, voriconazol, e as 

equinocandinas (ESPINEL-INGROFF, 2003; DANNAOUI et al., 2003; 

SABATELLI et al., 2006).  

 Neste contexto, a terapêutica com antifúngicos tem sido motivo de grandes 

preocupações e de numerosos estudos para pesquisadores, tornando-se mais 

evidente ao considerar espécies fúngicas resistentes, especialmente decorrentes do 

uso indiscriminado e mal orientado dos antifúngicos disponíveis no mercado 

farmacêutico. Por estas razões, existe uma significativa necessidade de priorizar, 

testar e aplicar de forma mais eficiente, melhorias terapêuticas para o tratamento 

das mucormicoses. E é nesse cenário, que as plantas medicinais vem se 

destacando como uma nova abordagem para o tratamento dessas doenças. Assim, 

muitos grupos de pesquisadores em todo mundo vem dando atenção para validação 

de plantas medicinais e o isolamento de seus metabólitos secundários que podem 

vir a ser fonte de substâncias bioativas semelhantes aos antimicrobianos presentes 

atualmente no mercado farmacêutico (ARAÚJO; LEON, 2001; GOTTLIEB; BORIN, 

2002; CIMANGA et al., 2002; DUARTE et al., 2005). 
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1.4 Considerações gerais sobre plantas medicinais 

 

A utilização de plantas com fins medicinais é uma das mais antigas formas de 

prática medicinal da humanidade. Na América do Sul, o uso dessas plantas contribui 

de forma significativa no cuidado primário a saúde. Muitas delas são utilizadas no 

Brasil sob a forma de extratos brutos, infusões, pastas ou outras formas de 

preparados para o tratamento de infecções (HOLETZ et al., 2002). 

É inegável a importância dos produtos naturais no desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas e/ou ferramentas farmacológicas. Neste ponto, as plantas 

medicinais e os produtos derivados delas, são reconhecidamente importantes para a 

pesquisa farmacológica e o desenvolvimento de drogas, tanto porque podem ser 

utilizados diretamente como agentes terapêuticos, como também de fonte de 

matéria-prima para a síntese, ou ainda podem servir de protótipos para novos 

modelos farmacologicamente ativos (BRASIL, 2006).  

  Entre as plantas empregadas com finalidades medicinais em todo o mundo, 

as plantas aromáticas constituem um grupo de vegetais proeminentes 

principalmente pelos óleos essenciais (NUNES et al., 2006), que são misturas 

complexas, ricos em terpenos com diferentes graus de lipofilicidade e relativa 

hidrofilicidade (GRIFFIN et al. 1999), caracterizados pelo odor forte e encontrados 

em suas folhas, resinas, frutos, flores, troncos e outras partes (BURT, 2004). Tais 

compostos podem alterar a permeabilidade celular, inserindo-se entre as cadeias de 

ácidos graxos que compõem as bicamadas lipídicas das membranas, portanto, 

interrompendo empacotamento lipídico, causando alterações nas propriedades e 

funções da membrana, por aumentar a fluidez e alterar a permeabilidade da 

membrana (SANCHEZ et al., 2004; BRAGA et al., 2007). São, portanto, amplamente 

usados pelas suas ações bactericidas, fungicidas, parasiticidas, inseticidas e 

virucidas além de outras propriedades medicinais, especialmente utilizadas pelas 

indústrias farmacêuticas, sanitárias, cosmética, agricultura e de alimentos 

(BAKKALI et al., 2008).  

  Os óleos essenciais e fitoconstituintes têm mostrado promissora atividade 

antifúngica in vitro e in vivo contra fungos potencialmente patogênicos ou 

oportunistas. São bastante estudada as atividades terapêuticas destes produtos 

contra Candida spp., Trichophyton spp. e Aspergillus spp. (MONDELLO et al., 2003; 
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LIMA et al., 2006; BANSOD; RAI, 2008; PINTO et al., 2009; AMBER et al., 2010; 

PEREIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011; SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2011). 

Entretanto, são escassos os estudos, de óleos essenciais e seus compostos sobre a 

atividade antifúngica contra espécies de Rhizopus, o principal responsável pela 

indução da maioria das mucormicoses, fator de significativo estímulo para a 

realização desta proposta de trabalho.  

 

 

1.5 Família Lamiaceae e Thymus vulgaris L. 

 

 Levando em consideração a importância das plantas medicinais no cenário 

atual passou-se a investigar as propriedades farmacológicas de Thymus vulgaris L., 

espécie pertencente à família Lamiaceae, uma grande família de ervas aromáticas, 

arbustos ou árvores, com cerca de 236 gêneros e 7.173 espécies, com distribuição 

mundial (Figura 7) (STEVENS, 2001). Muitas destas espécies introduzidas no Brasil 

são plantas medicinais produtoras de óleos essenciais, sendo utilizadas como flores 

ornamentais ou condimentos, destacando-se as espécies: Mentha piperita L. (hortelã 

pimenta), Ocimum basilicum L. (manjericão), Origanum vulgaris L. (orégano), 

Origanum majorana L. (manjerona), Thymus vulgaris (tomilho) entre outras, que são 

usadas como condimentos (PORTE; GODOY, 2001). A família Lamiaceae possui 

grande importância, principalmente medicinal e condimentar. Uma vasta gama de 

compostos, tais como terpenoides, iridoides, compostos fenólicos e flavonoides têm 

sido relatados nesta família (NAGHIBI et al., 2005).  

 O gênero Thymus, amplamente distribuído na Península Ibérica (Figura 7), é 

um grupo taxonomicamente complexo devido ao seu polimorfismo químico 

(PINA-VAZ et al., 2004). A palavra tomilho é um nome genérico para mais de 

trezentas espécies de Thymus, híbridos, variedades e ecótipos, empregadas como 

condimentos alimentares, plantas aromáticas, ornamentais e largamente utilizadas 

na medicina popular (ZARZUELO; CRESPO, 2002; PINA-VAZ et al., 2004; 

FIGUEIREDO et al., 2008).  
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Figura 7 - Mapa mostrando a distribuição mundial da família Lamiaceae. 

 

 

 Distribuição da família Lamiaceae. 

Fonte:http://www.mobot.org 

 

 

 Os chás de várias espécies de tomilho são usados tradicionalmente para 

tratar problemas gastrintestinais e os óleos essenciais já foram utilizados para 

expulsar parasitas intestinais, especialmente ancilostomídeos. Óleos essenciais de 

tomilho também possuem propriedades antiespasmódicas, além de ser eficaz para 

as dores de garganta, tosse e bronquite irritável. Colutórios de tomilho também são 

usados no tratamento das gengivites e periodontites. Externamente esta mistura 

complexa é aplicada para limpar a pele contra a acne. Dada à importância a 

medicinal das espécies de Thymus, muitas vezes são utilizados como constituintes 

ativos e/ou como aromatizantes em alguns medicamentos especializados, quer sob 

a forma de extratos quer sob a forma de óleos essenciais, possuindo assim uma 

enorme importância econômica (FIGUEIREDO et al., 2008). 

  Algumas espécies de Thymus, particularmente T. vulgaris e os seus 

componentes fenólicos têm sido investigadas e comprovadas experimentalmente as 

suas propriedades farmacológicas antiespasmódicas (ENGELBERTZ et al., 2012), 

antioxidantes (HUDAIB et al., 2002), antimicrobianas contra certas bactérias 

(SIENKIEWICZ et al., 2012), protozoários (SANTORO et al., 2007) e fungos 
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(PINA-VAZ et al., 2004; RASOOLI; ABAYNEH, 2004; TULIO et al., 2007; 

KLARIC et al., 2007).  

 Thymus vulgaris L. (Figura 8), é uma planta exótica originária dos países 

mediterrânicos e dos países vizinhos, norte da África e partes da Ásia. É um arbusto 

que cresce até 50 cm de altura e suas flores são brancas ou roxas. O odor é 

aromático e o sabor ligeiramente amargo semelhante à cânfora. É conhecida 

popularmente como tomilho e tomilho comum, sendo suas folhas e os botões florais 

amplamente utilizadas na medicina popular. A infusão das flores ou da planta seca é 

usada internamente como tônico, emenagogo, estomáquico e antiespasmódico, e 

externamente como antisséptico e parasiticida (em banhos, loções e atritos). O pó 

da planta seca foi usado contra hemorragia nasal, e em uma mistura com mel contra 

a tosse forte. A infusão da planta inteira também foi relatada como um indutor do 

sono, o chá para aliviar dor de cabeça, e banhos como estimulante uterino durante o 

parto (NAGHIBI et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2008).  

  

 

Figura 8 - Fotos de Thymus vulgaris L. A) planta inteira, B) detalhes das flores e C) 

folhas e flores. 

 

Fonte: Herbário Virtual de Ateca. Jesús Martin. 
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1.6 Fitoconstituintes do óleo essencial de Thymus vulgaris  

 

 T. vulgaris tem um polimorfismo determinado geneticamente para a produção 

de monoterpenos que constituem o principal componente do seu óleo essencial. Os 

principais fitoconstituintes presentes em seu óleo essencial são timol, p-cimeno, 

carvacrol, 1,8-cineol, borneol e linalol. Dentre estes, destacam-se os compostos 

fenólicos, como o timol, que possui um amplo espectro de ação antifúngica 

(GIORDANI et al., 2004; PINA-VAZ et al., 2004; KLARIC et al., 2007). 

 O timol (2-isopropil-5-metilfenol - Figura 9A), também conhecido como ácido 

tímico, é um monoterpeno fenólico encontrado majoritariamente em diversas 

espécies de Thymus, como T. eriocalyx, T. x-porlock (RASOOLI; ABAYNEH, 2004), 

T. zygis (PINA-VAZ et al., 2004) e particularmente T. vulgaris (GIORDANI et al., 

2004; TULIO et al., 2007; SOKOVIĆ et al., 2009). Apresenta-se sob a forma de 

cristais incolores grandes ou pó cristalino branco com aroma irritante, lembrando 

tomilho (BOTELHO et al., 2007). Timol é o mais potente dos fenóis, possuindo uma 

série de propriedades farmacológicas, inclusive antibacteriana e antifúngica 

(BRAGA et al., 2007; AHMAD et al., 2011; SIENKIEWICZ et al., 2012). O timol é 

usado principalmente como antisséptico bucal, associado à glicerina, em três vezes 

o seu volume, em água morna. Também tem sido usado topicamente no tratamento 

de enfermidades da pele e por inalação, associado a outras substâncias voláteis, 

para tratar enfermidades respiratórias (KORDALI et al., 2008).  

 O p-cimeno (1-metil-4-(1-metiletil) benzeno - Figura 9B) é constituído por um 

anel benzeno com um grupo metil e outro isopropil para substituídos. É um dos 

principais fitoconstiuintes do óleo essencial de T. vulgaris (KLARIC et al., 2007; 

TULIO, et al., 2007; SOKOVIĆ et al., 2009). Entretanto, são poucos os estudos 

reportando o seu potencial antimicrobiano. Foi observado que este componente não 

fenólico possui baixa atividade antifúngica (HAMMER; CARSON; RILEY, 2003; 

FIGUEIREDO et al., 2008). 
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Figura 9 - Estruturas químicas dos fitoconstituintes majoritários de T. vulgaris 

A) timol e B) p-cimeno.  
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 Considerando a importância das infecções fúngicas invasivas, especialmente 

as mucormicoses, e as dificuldades encontradas no seu tratamento, bem como o 

aumento da resistência aos antifúngicos, torna-se necessário os estudos de novos 

fármacos naturais e/ou sintéticos com propriedades antifúngicas. Portanto, o 

presente estudo se mostra de grande relevância, uma vez que pretende investigar 

novas alternativas terapêuticas para o tratamento destas doenças fúngicas, com 

amplo espectro de ação, pouco tempo de uso e mínimos efeitos adversos sobre o 

hospedeiro. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Investigar a atividade antifúngica in vitro do óleo essencial obtido de 

Thymus vulgaris L. e dos fitoconstituintes timol e p-cimeno, frente a cepas de 

Rhizopus oryzae e Rhizopus microsporus. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a suscetibilidade de cepas de R. oryzae e R. microsporus frente a 

diferentes antifúngicos; 

 

 Realizar triagem antifúngica de 10 óleos essenciais de diversas espécies de 

plantas aromáticas, escolhendo dentre estes, o que apresentar melhor perfil 

antifúngico para aprofundar os seus estudos; 

 

 Determinar a concentração inibitória mínima do óleo essencial de T. vulgaris e 

dos fitoconstituintes timol e p-cimeno; 

 

 Determinar a concentração fungicida mínima do óleo essencial de T. vulgaris e 

do timol; 

 

 Avaliar o efeito antifúngico do óleo essencial de T. vulgaris e do timol sobre o 

crescimento micelial, na germinação dos esporangiósporos e sobre a morfologia 

das espécies fúngicas em estudo; 

 

 Analisar a ação do óleo essencial de T. vulgaris e do timol sobre a membrana 

celular fúngica, a partir da interação com o ergosterol; 

 

 Investigar a toxicidade aguda in vivo do óleo essencial T. vulgaris e do timol. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAL 

 

3.1.1 Local da pesquisa 

 

 O trabalho foi realizado no Laboratório de Micologia do Departamento de 

Ciências Farmacêuticas, do Centro de Ciências da Saúde (CCS), da Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB) e parcerias, para apoio no desenvolvimento da 

toxicidade aguda foram efetuadas com o Laboratório de Ensaios Toxicológicos 

(LABETOX), do Programa de Pós-graduação em Produtos Naturais e Sintéticos 

Bioativos (PgPNSB), do CCS, UFPB.  

 

 

3.1.2 Óleos essenciais e fitoconstituintes 

 

 Os óleos essenciais de Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (capim santo), 

Cinnamomum zeylanicum Blume (canela), Coriandrum sativum L. (coentro), 

Origanum majorana L. (manjerona) e Origanum vulgare L. (oregano) foram obtidos 

da Ferquima Industria e Comercio Ltda. (Vargem Grande Paulista, São Paulo, 

Brasil); os óleos essenciais de Cymbopogon martini (palmorosa), Ocimum basilicum 

L. (manjericão) e Thymus vulgaris L. (tomilho) foram obtidos da Laszlo Aromaterapia 

Ltda. (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil); os óleos essenciais de Cymbopogon 

winterianus Jowitt ex Bor (citronela) e Hyptis suaveolens L. (alfazema brava) foram 

obtidos do Departamento de Agricultura, Centro de Formação de Tecnólogos, da 

Universidade Federal da Paraíba, Bananeiras, Brasil. Já os fitoconstituintes, timol e 

p-cimeno foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (São Paulo, Brasil). Os óleos 

essenciais in natura foram armazenados em frascos âmbar e foram mantidos sob 

refrigeração a 4°C no Laboratório de Micologia. As emulsões dos óleos essenciais e 

fitoconstituintes foram preparadas no momento de execução dos ensaios, 

solubilizando-os em Tween 80 (INLAB, São Paulo, Brasil) a 2%, concentração, não 

interferindo no crescimento fúngico.  
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3.1.3 Antifúngico padrão 

 

 O produto utilizado como controle positivo na execução das metodologias foi 

anfotericina B, fármaco comumente utilizado como produto de escolha para o 

tratamento de mucormicoses. O antifúngico foi adquirido da Sigma-Aldrich® 

(São Paulo, Brasil) e a solução foi preparada no momento de execução dos testes, 

dissolvendo-o inicialmente em dimetilsulfóxido (DMSO) a 1%, até atingir a 

concentração desejada nos testes de sensibilidade.  

 

 

3.1.4 Meios de cultura 

 

 Os meios de cultura utilizados foram os meios sólidos ágar Sabouraud 

dextrose (ASD) e ágar batata (AB) e o meio líquido caldo Sabouraud dextrose 

(CSD), todos adquiridos da Difco® (Detroit, USA) e preparados de acordo com as 

instruções do fabricante. 

 

 

3.1.5 Microrganismos 

 

 Para os ensaios de atividade antifúngica foram selecionadas um total de 16 

cepas, incluindo oito cepas de Rhizopus oryzae, isoladas e identificadas pelo 

Laboratório de Micologia da UFPB, codificadas como LM-03, LM-04, LM-25, LM-28, 

LM-29, LM-508, LM-766 e LM-810. As demais cepas foram obtidas da Coleção de 

Culturas - Micoteca URM, Departamento de Micologia, da Universidade Federal de 

Pernambuco, sendo quatro da espécie Rhizopus oryzae, codificadas como RO-4557, 

RO-4565, RO-4692 e RO-5786 e quatro cepas de Rhizopus microsporus, 

codificadas como RM-4568, RM-5266, RM-5926 e RM-5966. As cepas foram 

estocadas em tubos de ensaio contendo AB inclinado, sob refrigeração a 4°C. 
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3.1.6 Inóculo 

 

 Os fungos foram cultivados em meio ASD inclinado a 28°C por um período de 

cinco dias, para atingirem um bom crescimento e formarem um maior número de 

esporangiósporos. As recentes colônias fúngicas foram devidamente cobertas com 

5 mL de solução salina estéril (NaCl 0,85 % p/v), depois foram agitadas durante 

5 minutos. A mistura resultante de esporangiósporos e fragmentos de hifas foi 

mantida em repouso por cinco minutos, em seguida o sobrenadante foi retirado e 

transferido para tubos de ensaio esterilizados e agitados por 2 minutos com auxílio 

do aparelho Vortex. Após agitação, os esporangiósporos foram contados 

utilizando-se hemocitômetro e ajustados para 106 esporangiósporos/mL e 

comparados com a escala McFarland (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; 

GREGER, 2000; ESPINEL-INGROFF et al., 1997; DANNAOUI et al., 2003). 

 

 

3.1.7 Animais 

 

Para a realização do modelo experimental, foram utilizados camundongos 

Mus musculus albinos machos e fêmeas, linhagem Swiss pesando entre 25-35 g, 

todos procedentes do Biotério Prof. Thomas George do CBiotec-UFPB. Os animais 

foram aclimatados a 21 ± 2 oC, com ciclos claro-escuro controlado de 12 horas e 

foram alimentados com ração e água ad libitum, sendo distribuídos nos diferentes 

grupos experimentais, ao acaso.  Os experimentos realizados com animais foram 

aprovados pelo Comitê de Ética em Uso Animal da UFPB com o número CEUA 

0107/11 (anexo 1). 
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3.2 MÉTODOS 

 

3.2.1 Ensaios de atividade antifúngica  

 

3.2.1.1 Teste de suscetibilidade antifúngica (triagem microbiológica) 

 

Foi realizado o ensaio de difusão em meio sólido com discos de papel de filtro 

para avaliar a suscetibilidade dos óleos essenciais e antifúngicos sintéticos frentes a 

cepas de R. oryzae e R. microsporus (KONEMAN et al., 1993; HADACEK; 

GREGER, 2000). Em placas de Petri (90 x 15 mm) descartáveis e estéreis, foi 

colocado 1 mL da suspensão do microrganismo (106 esporangiósporos/mL). Em 

seguida, adicionou-se cerca de 20 mL do meio ASD fundido a 50°C e todo o sistema 

foi homogeneizado. Após solidificação do meio, discos de papel de filtro 

(Sensiobiodisc do Centro de Controle e Produtos para Diagnósticos Ltda – 

CECON/SP) embebido com 10 µL de cada um dos 10 óleos essenciais e discos com 

antifúngicos (Sensifungidiscos-CECON/SP) foram depositados na superfície do meio 

de cultura.  

Todo o sistema foi incubado a 28°C e após 48 horas foram determinados os 

diâmetros dos halos de inibição. Os ensaios foram realizados em duplicata e a 

atividade antifúngica dos produtos foi considerada positiva quando a média 

aritmética foi superior ou igual a 10 mm em pelo menos 50% do total de cepas 

testadas (LIMA et al., 1993). O óleo essencial que apresentou o melhor perfil 

antifúngico foi escolhido para caracterização da atividade antifúngica in vitro. 

 
 
 

3.2.1.2 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e concentração 

fungicida mínima (CFM) 

 

A determinação da CIM do óleo essencial de T. vulgaris, timol, p-cimeno e 

anfotericina B foi realizada pela técnica de microdiluição, utilizando microplacas 

estéreis de 96 cavidades com fundo chato (ESPINEL-INGROFF et al., 1997; 

DANNAOUI et al., 2003). Em cada orifício da placa, foi adicionado 100 µL do meio 

líquido CSD duplamente concentrado. Posteriormente, 100 µL da solução dos 
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produtos, também duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da 

primeira linha da placa. Por meio de uma diluição seriada a uma razão de dois, 

foram obtidas concentrações de 1.024 µg/mL até 2,0 µg/mL para o óleo essencial e 

fitoconstituintes e 0,5 µg/mL para anfotericina B. Em seguida foi adicionado nas 

cavidades 10 µL do inóculo das espécies fúngicas. As microplacas foram seladas e 

incubadas a 28 °C durante 48 horas (Figura 10). A CIM foi determinada como a 

menor concentração da droga capaz de inibir visualmente o completo crescimento 

fúngico (100% de inibição). Um controle negativo, sem os produtos foi realizado para 

confirmar a viabilidade dos esporangiósporos. Os ensaios foram realizados em 

duplicata de dois experimentos independentes em diferentes ocasiões.  

 

 

Figura 10 - Determinação da CIM do timol em µg/mL. 
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Fonte: Kelly Samara de Lira Mota, 2011. 
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 Após a determinação da CIM uma alíquota de 10 μL de cada cavidade onde 

não houve crescimento fúngico foi subcultivada em uma placa com ASD, que foi 

incubada a 28 °C por 24 horas. A CFM foi considerada como a menor concentração 

dos produtos capaz de inibir visualmente o completo crescimento fúngico ou em que 

houve crescimento de até três UFC, para obter 99-99,5% de morte. Os ensaios 

foram realizados em duplicata (ESPINEL-INGROFF et al., 1997; 

KLEPSER et al., 1998; DANNAOUI et al., 2003). 

 

 

3.2.1.3 Efeitos sobre o crescimento micelial 

 

A análise do óleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre o 

crescimento micelial foi realizada pela determinação da massa micelial seca dos 

fungos em estudo, utilizando-se a técnica de diluição em caldo. Em um tubo de 

ensaio esterilizado foram adicionados o óleo essencial, timol e anfotericina B em 

diferentes concentrações (CIM e 2 × CIM) em 4,5 mL de CSD, em seguida foi 

adicionado 0,5 mL do inóculo de 106 esporangiósporos/mL de R. oryzae (RO-4557) 

ou R. microsporus (RM-5266). No tubo controle correspondente, foi adicionado água 

destilada na mesma proporção dos produtos. Todo o sistema foi incubado a 28°C e 

após 5 dias foi determinado o peso da massa micelial seca. Para isto, as culturas 

foram filtradas utilizando papel de filtro estéril (retenção de partículas: 11 µm) e 

lavadas com água destilada estéril. O micélio retido no papel de filtro foi submetido à 

secagem em estufa a 60°C por 10 minutos. Ao término, o papel de filtro contendo o 

micélio seco foi pesado e a massa micelial seca produzida foi expressa em gramas. 

Os ensaios foram realizados em três experimentos independentes em diferentes 

ocasiões (RASOOLI; REZAEI; ALLAMEH, 2006; SHARMA; TRIPATHI, 2006). 

 

 

3.2.1.4 Crescimento radial 

 

 A inibição do crescimento radial fúngico de R. oryzae (RO-4557) ou 

R. microsporus (RM-5266) foi determinada através da medida do crescimento radial 

do micélio em meio ASD adicionados do óleo essencial de T. vulgaris, timol e 

anfotericina B nas concentrações CIM/2, CIM e 2 × CIM e 4 × CIM. Para isso, um 
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micélio de 2 mm de diâmetro foi retirado de uma cultura recente e colocado no 

centro das placas de Petri com meio ASD contendo os produtos testados. O sistema 

foi incubado a 28°C. Durante os intervalos 0, 8, 16, 24 e 48 horas foram medidas 

com uma régua o crescimento micelial radial (mm) e comparados com o controle na 

ausência dos produtos (Figura 11). Foram realizados três experimentos 

independentes em diferentes ocasiões (DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOUA, 2003). 

 

 

Figura 11 - Avaliação do óleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre o 

crescimento radial de R. oryzae e R. microsporus, A) verso e B) reverso.  

 

A B

 

 

Fonte: Kelly Samara de Lira Mota, 2012. 

 

 

3.2.1.5 Efeitos sobre a germinação dos esporangiósporos fúngicos 

 

Para avaliar a interferência do óleo essencial de T. vulgaris, timol e 

anfotericina B sobre a germinação de esporangiósporos, diferentes concentrações 

do óleo essencial, timol e anfotericina B correspondentes a CIM e 2 ᵡ CIM foram 

adicionados em ependorf estéreis contendo 500 L de CSD duplamente 

concentrado, em seguida foram homogeneamente misturadas com 500 µL da 

suspensão dos esporangiósporos fúngicos determinado em câmara de Neubauer e 



Material e Métodos  53 

ajustado a 106 esporangiósporos/mL. Foi utilizado um controle de microrganismos 

apenas com água destilada. As amostras foram incubadas 28°C e após 24 h o 

número de esporangiósporos germinados e não germinados foi determinado em 

câmara de Neubauer e o percentual de inibição da germinação dos 

esporangiósporos foi calculado (SURENDER et al., 1987; RANA et al., 1997; 

SHARMA; TRIPARTHI, 2006). 

 

 

3.2.1.6 Efeitos sobre a morfogênese  

 

A análise dos efeitos provocados pelos produtos na morfogênese dos fungos 

R. oryzae (4557) e R. microsporus (5266) foram realizadas com base na técnica de 

preparação de microcultivos. Para o cultivo dos fungos em lâminas, placas de Petri 

de vidro foram forradas com papel de filtro e, em seguida, foi introduzido um suporte 

(duas lâminas de vidro unidas), uma lâmina e uma lamínula. Posteriormente, todo o 

sistema foi esterilizado por calor seco em estufa de secagem e esterilização a 170°C 

por 2 horas. Em placas de Petri descartáveis e estéreis, foram vertidos cerca de 

20 mL do meio de cultura ASD fundidos acrescido dos produtos nas concentrações 

CIM/2 e CIM. Após solidificação do meio, cavidades foram feitas no ASD utilizando 

cânulas de vidro estéreis. Com o auxílio de uma alça de platina, foram transferidas 

porções desse meio de cultivo para a superfície central da lâmina de microscopia, 

disposta sobre o suporte. Em seguida, dois fragmentos do micélio das cepas em 

estudo foram dispostos nas extremidades do meio de cultivo, cobrindo-o com 

lamínulas esterilizadas. Para evitar o ressecamento do meio, o papel de filtro foi 

umedecido com 1,5 mL de água destilada e as placas incubadas a temperatura 

ambiente (28°C) por 48 horas. Após o período de incubação, a lamínula foi retirada 

assim como a porção do meio de cultura com o auxílio da alça de platina. Foi 

adicionada uma gota do corante azul de lactofenol algodão no centro de uma lâmina 

e coberta com a lamínula, em seguida foram examinadas ao microscópio óptico 

comum (Zeiss® model Primo Star). As alterações estruturais observadas nos ensaios 

testes foram registradas e comparadas com o crescimento normal encontrado nos 

experimentos controle na ausência dos produtos (GUNJI et al., 1983).  
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3.2.1.7 Interação com ergosterol e colesterol 

 

Para determinar se o óleo essencial de T. vulgaris e o timol interagem com 

esteróis de membrana, foi determinada a CIM pelo método de microdiluição descrito 

anteriormente, na presença e ausência de diferentes concentrações de ergosterol ou 

colesterol (200 a 400 µg/mL). Este ensaio foi realizado em duplicata e a média 

geométrica foi calculada. A anfotericina B foi usada como controle positivo 

(ESCALANTE et al., 2008). 

 

 

3.2.2 Avaliação toxicológica 

 

3.2.2.1 Ensaio toxicológico pré-clínico agudo  

 

O óleo essencial e o fitoconstituinte majoritário, timol foram submetidos ao 

ensaio toxicológico agudo com o objetivo de avaliar as alterações comportamentais 

frente ao SNC e ao Sistema Nervoso Autônomo (anexo 2), investigar os órgãos 

alvos e o índice de letalidade, de acordo com a RE 90/2004 com modificações 

(BRASIL, 2004) e ALMEIDA et al (1999). 

Foram utilizados camundongos machos (n = 6) e fêmeas (n = 6), agrupados 

separadamente em caixas de polietileno, os quais receberam por via intraperitoneal 

(i.p.) as doses de 125, 250, 500 ou 1000 mg/kg do óleo essencial de T.vulgaris ou do 

timol. Após o tratamento, foram observados os efeitos gerais apresentados pelos 

animais nos intervalos de 30, 60, 90, 120, 180 e 240 minutos no primeiro dia e 

comparado ao respectivo grupo controle (Tween 80). Após 72 horas de observação 

foi determinado a DL50, que possibilita investigar os possíveis efeitos tóxicos de 

substâncias e extratos, permitindo a realização dos testes farmacológicos utilizando 

doses seguras (GRACIOSO et al., 1998) 

Em adição a estes parâmetros, foi investigado o efeito do óleo essencial de 

T. vulgaris e timol nas doses de 125 e 250 mg/kg sobre o peso corporal, massa 

relativa dos órgãos, alterações macroscópicas das vísceras e parâmetros 

hematológicos dos camundongos. A pesagem dos camundongos foi realizada antes 

da administração dos produtos e no 14° dia após o tratamento. Após esse período o 

sangue dos animais foi coletado através do plexo braquial para realizar os exames 
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de avaliação dos parâmetros hematológicos. Em seguida, os animais foram 

eutanasiados, suas vísceras (coração, pulmão, fígado, rins e baço) pesadas e 

examinadas macroscopicamente no LABETOX, do PgPNSB, do CCS, UFPB. 

 

 

3.3 Análise estatística 

 

 Os resultados estão expressos como média  erro padrão da média (e.p.m.). 

A avaliação estatística dos resultados foi realizada empregando-se o teste “t” de 

Student ou Mann Whitney quando apropriado de acordo com a normalidade dos 

dados. Também foi realizado o teste de Fischer para a porcentagem de germinação 

de esporangiósporos fúngicos e Análise de Variância (ANOVA) de duas vias, 

seguido do pós-teste de Bonferroni para a cinética de crescimento micelial. A 

determinação da Dose Letal 50% (DL50) foi calculada por regressão não-linear. Os 

resultados foram considerados significantes quando p<0,05.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

  Durante a última década, avanços nos métodos de diagnóstico e a introdução 

de novos agentes antifúngicos melhorou significativamente o prognóstico de 

pacientes que desenvolvem infecções fúngicas invasivas, principalmente os 

imunocomprometidos. Porém, as taxas de morbidade e mortalidade permanecem 

relativamente altas para as mucormicoses, a terceira infecção fúngica invasiva mais 

comum, depois das candidíases e aspergiloses (WALSH et al., 2004; KAUFFMAN, 

2006; CHAYAKULKEEREE; GHANNOUM; PERFECT, 2006; LEWIS et al., 2012). 

  Devido ao limitado arsenal terapêutico para tratamento das mucormicoses, 

além dos diversos efeitos colaterais associados com o uso destes agentes 

antifúngicos, aliado ao fato de que muitos pacientes que desenvolvem estas 

agressivas infecções fúngicas apresentam elevado índice de mortalidade, há uma 

enorme necessidade de novas estratégias terapêuticas, com o intuito de inserir no 

mercado farmacêutico novos produtos, quer sejam naturais ou sintéticos para o 

tratamento das mucormicoses. Nesta perspectiva, os produtos naturais vêm se 

destacando, por serem fontes de moléculas potencialmente bioativas, podendo 

apresentar um amplo espectro de ações.  

  Dentre os produtos naturais que tem despertado grande interesse na 

comunidade científica, destacam-se os óleos essenciais e seus fitoconstituintes, pois 

têm mostrado promissora atividade antifúngica in vitro e in vivo. Sendo bastante 

estuda as atividades terapêuticas de óleos essenciais contra Candida spp., 

Trichophyton spp. e Aspergillus spp.(MONDELLO et al., 2003; BANSOD; RAI, 2008; 

PINTO et al., 2009; AMBER et al., 2010; PEREIRA et al., 2011; 

OLIVEIRA et al., 2011; SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2011). Entretanto, são escassos 

os estudos de óleos essenciais e seus compostos sobre a atividade antifúngica 

contra espécies de Rhizopus, o principal responsável pela indução da maioria das 

mucormicoses.  

  Diante dessas considerações, o presente trabalho foi realizado com o intuito 

de investigar à atividade antifúngica de 10 óleos essenciais, escolhendo dentre 

estes, o que apresentar melhor perfil antifúngico para aprofundar os seus estudos. 

  A resistência dos microrganismos tem sido um fato preocupante e vêm 

conquistando grande importância clínica, uma vez que, muitos dos zigomicetos são 

resistentes à maioria dos antifúngicos que são utilizados para tratar micoses 
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sistêmicas, incluindo 5-flucitosina (5-FC), cetoconazol, fluconazol, voriconazol, e as 

equinocandinas. Além destes, os zigomicetos possuem sensibilidade variável para 

itraconazol e terbinafina. Já a maioria destes fungos patogênicos são sensíveis a 

anfotericina B e posaconazol, um antifúngico triazol (ESPINEL-INGROFF, 2003; 

DANNAOUI et al., 2003; SABATELLI et al., 2006).  

  Nesta perspectiva foi realizado o ensaio de difusão em meio sólido para 

avaliar a sensibilidade de R. oryzae e R. microsporus frente alguns antifúngicos 

existentes atualmente no mercado farmacêutico. Foi observado que todas as cepas 

testadas foram resistentes as cinco drogas antifúngicas avaliadas, anfotericina B, 

itraconazol, fluconazol, 5-fluorocitosina e miconazol, uma vez que, não 

apresentaram zona de inibição ou estas tiveram os diâmetros ≤ 10 mm 

(Figura 12 e Tabela 1).  

 

 

Figura 12 - Teste de suscetibilidade de cepas de R. oryzae RO-4557 (A) e 

R. microsporus RM-5266 (B) frente aos antifúngicos padrão. 
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1 - Anfotericina B (100 g), 2 - itraconazol (10 g), 3 - fluconazol (25 g), 4 - 5-flucitosina (10 g), 

5 - miconazol (50 g). 
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Tabela 1 - Suscetibilidade de cepas de R. oryzae e R. microsporus frente a cinco 

antifúngicos padrão. 

 

 

Cepas 

Diâmetro da zona de inibição em mm 

AB  ICZ  FLU  5-FC  MCZ  

LM-03 0 0 0 0 0 

LM-04 10 0 0 0 0 

LM-25 7 0 0 0 0 

LM-29 0 0 0 0 0 

LM-508 10 0 0 0 0 

LM-766 0 0 0 0 0 

LM-810 0 0 0 0 0 

RO-5786 0 0 0 0 0 

RO-4692 0 0 0 0 0 

RO-4565 0 0 0 0 0 

RO-4557 0 0 0 0 0 

RM-4568 0 0 0 0 0 

RM-5266 0 0 0 0 0 

RM-5926 0 0 0 0 0 

RM-5966 0 0 0 0 0 

Todos os experimentos foram realizados em duplicata. Anfotericina B (AB), itraconazol (ICZ), 
fluconazol (FLU), 5-Fluorocitosina (5-FC) e miconazol (MCZ). 

 

 

 Os resultados obtidos reforçam a importância e a necessidade de pesquisas 

sobre o uso potencial de óleos essenciais no tratamento de infecções fúngicas, 

devido à resistência emergente, principalmente relacionada aos zigomicetos. Esse 

fato nos motivou a investigar os óleos essenciais como esta nova alternativa 

terapêutica.  

 Diante dessas considerações foi realizada a triagem microbiológica através do 

ensaio de difusão em meio sólido. Esse método de investigação preliminar fornece 

apenas informações qualitativas, mas se apresenta bastante útil para estabelecer a 

suscetibilidade de microrganismos aos óleos essenciais, e de acordo com os 
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resultados obtidos pode-se elaborar uma sequência de estudos na perspectiva de 

aprofundar a investigação da atividade antifúngica (HSIEH; MAU; HUANG, 2001).  

 Neste contexto foi avaliado o perfil antifúngico de 10 óleos essenciais, 

incluindo Coriandrum sativum, Hyptis suaveolens, Origanum majorana, 

Ocimum basilicum, Cymbopogon citratus, Cymbopogon martini, Cymbopogon 

winterianus, Cinnamomum zeylanicum, Origanum vulgare e T. vulgaris contra 

diferentes cepas de R. oryzae resistentes aos antifúngicos utilizados neste ensaio. 

 Como pode ser observado os óleos essenciais in natura de C. sativum, 

H. suaveolens, O. basilicum e O. majorana não apresentaram atividade antifúngica, 

visto que os diâmetros das zonas de inibição foram ≤ 10 mm (Tabela 2). Já os óleos 

essenciais de C. citratus, C. martini, C. winterianus, C. zeylanicum, T. vulgaris e 

O. vulgare apresentaram forte e amplo espectro de ação antifúngica, com os 

diâmetros médios das zonas de inibição variando de 15-32 mm (Tabela 2). As 

melhores atividades foram de T. vulgaris e O. vulgare, ambos com zonas de inibição 

médias de 32 mm (Tabela 2).  

 

 

Tabela 2 - Atividade antifúngica de óleos essenciais frente cepas de R. oryzae. 
   

Todos os experimentos foram realizados em duplicata. 

 

 

Óleos essenciais  

Diâmetro da zona de inibição em mm 

LM-03 LM-04 LM-28 LM-29 LM-508 LM-766 LM-810 

C. citratus  25 18 28 23 24 0 24 

C. martini 17 16 17 16 18 20 0 

C. winterianus  16 17 18 16 22 20 24 

T. vulgaris 29 32 28 28 31 38 36 

C. zeylanicum  24 23 23 26 25 26 27 

O. vulgare  33 33 31 31 30 38 30 

O. basilicum  15 16 13 0 0 0 0 

C. sativum 0 0 0 0 0 0 0 

H. suaveolens 0 0 0 0 0 0 0 

O. majorana 0 0 0 0 0 0 0 
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  Os resultados obtidos corroboram com os estudos prévios, que mostraram 

que os óleos essenciais de Carum copticum, C. verum, Syzygium aromaticum, 

Cymbopogon martini, e T. vulgaris mostraram forte atividade antifúngica contra 

fungos filamentosos resistentes a fluconazol, itraconazol, cetoconazol, clortrimazol, 

nistatina e anfotericina B (SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2011). Os óleos essenciais de 

T. eriocalyx e T. x-porlock exibiram propriedades antifúngicas através do teste de 

difusão em disco, usado como triagem (RASOOLI; ABAYNEH, 2004). Nos últimos 

anos, um grande número de óleos essenciais, especialmente os de algumas 

espécies de Thymus e os seus componentes fenólicos têm sido investigados por 

suas propriedades antimicrobianas contra certas bactérias 

(SIENKIEWICZ et al., 2012), protozoários (SANTORO et al., 2006) e fungos 

(PINA-VAZ et al., 2004; RASOOLI; ABAYNEH, 2004; TULIO et al., 2007; 

KLARIC et al., 2007).  

  Considerando o importante potencial antimicrobiano do gênero Thymus, 

aliado ao resultado evidenciado de que o óleo essencial de T. vulgaris apresentou 

um dos melhores perfis antifúngico no teste de suscetibilidade fúngica, através do 

ensaio de difusão em meio sólido, o mesmo foi escolhido para dar continuidade ao 

presente estudo com o intuito de aprofundar a investigação sobre os seus modos de 

ação antifúngica. 

 As próximas etapas deste estudo foram as investigações das atividades 

fungistática e/ou fungicida do óleo essencial de T. vulgaris e dos seus 

fitoconstituintes majoritários (timol e p-cimeno) frente 16 cepas de R. oryzae e 

R. microsporus através das determinações da CIM e CFM pelo método de 

microdiluição, que é um método simples e econômico de avaliar a atividade 

antimicrobiana de produtos naturais, pois requer pouca quantidade de amostra e 

meio de cultura, podendo ser usado para grande número de produtos. Além disso, 

possui grande reprodutibilidade, sendo trinta vezes mais sensível que outros 

métodos usados na literatura (SCORZONI et al., 2007b; OSTROSKY, et al., 2008). 

Este método tem a vantagem de poder ser utilizado tanto para produtos solúveis em 

água, como aqueles lipossolúveis e ainda pode ser estendido para fornecer 

informações sobre a CFM (SCORZONI et al., 2007a). 
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 Na tabela 3 estão sumarizados os valores da CIM e CFM dos produtos 

testados. Pode-se observar que a CIM do óleo essencial foi de 256 µg/mL para 

81,25% das cepas avaliadas. Já para os fitoconstituintes majoritários, timol e 

p-cimeno, as CIMs foram de 128 µg/mL (85,71% das cepas) e maior que 

1024 µg/mL (100% das cepas), respectivamente. Os valores de CIM para a 

anfotericina B, controle positivo, variou entre 2-4 µg/mL. Todas as cepas fúngicas 

foram capazes de crescer em CSD na ausência dos produtos, o que caracteriza sua 

viabilidade (controle de microrganismo). Além disso, os controles realizados 

mostraram ausência de inibição do crescimento fúngico por Tween 80 ou DMSO, 

confirmando que o impedimento do crescimento foi devido à presença das drogas 

antifúngicas em estudo. 

  Estes resultados indicam que o p-cimeno não mostrou inibição do 

crescimento contra R. oryzae e R. microsporus. Entretanto, o óleo essencial de 

T. vulgaris e timol apresentaram forte atividade antifúngica, sendo o timol duas 

vezes mais potente, quando comparado a esta mistura complexa, confirmando 

assim, o seu potencial antifúngico, visto que, óleos essenciais com CIM entre 50 e 

500 μg/mL são considerados com forte atividade antimicrobiana, com CIM entre 600 

e 1500 μg/mL possuem moderada atividade e CIM acima de 1500 μg/mL é 

considerado com fraca atividade (SARTORATTO et al., 2004).  

  Após a determinação da CIM, o presente estudo continuou apenas com o 

óleo essencial de T. vulgaris e o timol, que apresentaram os melhores perfis 

antifúngicos. Foi investigado o efeito fungicida dessas drogas e pôde-se observar 

que os valores das CFMs do óleo essencial e timol variaram entre 512-1024 µg/mL e 

128-1024 µg/mL, respectivamente (Tabela 3). Sendo que, para a maioria das cepas 

de R. oryzae, os valores das CFMs correspondem a 2 × CIM ou 4 × CIM do óleo. No 

entanto, o óleo essencial de T. vulgaris não apresentou significante atividade 

fungicida para R. microsporus, pois os valores das CFMs foram  1024 µg/mL para a 

maioria das cepas testadas. Para 81,81% das cepas de R. oryzae os valores das 

CFMs são os mesmos ou correspondem a 2 × CIM do timol (Tabela 3). 

  Já para R. microsporus a CFM foi quatro vezes maior que a CIM do timol. 

Pode-se observar que o óleo essencial apresentou atividade fungicida apenas para 

R. oryzae. Entretanto, o timol apresentou atividade fungicida para ambas as 

espécies de Rhizopus investigadas. Comparando os valores de CFM da maioria das 
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cepas testadas, o timol exibiu aproximadamente duas a quatro vezes mais potente 

atividade fungicida do que o óleo essencial de T. vulgaris.  

 

 

Tabela 3 - Efeito da atividade fungicida e fungistática em µg/mL do óleo essencial de 

T. vulgaris, timol e p-cimeno frente cepas de R. oryzae e R. microsporus. 

 

 
Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os dados estão expressos como média 
geométrica. ND, não determinado. 

 

 

 Estudos anteriores demonstraram que os óleos essenciais de Thymus spp., 

apresentam amplo espectro de ação fungicida e/ou fungistática. Os óleos essenciais 

de T. eriocalyx e T. x-porlock, cujo fitoconstituinte majoritário é o timol 

(64,3 e 30,7%, respectivamente) exibiram fortes atividades fungistática e fungicida 

 

Cepas  

Óleo essencial Timol p-cimeno Anfotericina B 

CIM CFM CIM CFM CIM CIM 

LM-03 256 512 128 128  1024 4 

LM-04 256 ND 128 ND  1024 4 

LM-25 256 1024 128 256  1024 4 

LM-28 256 1024 128 256  1024 4 

LM-29 256 1024 128 256  1024 4 

LM-508 256 >1024 128 128  1024 4 

LM-766 256 512 128 256  1024 4 

LM-810 256 1024 128 256  1024 4 

RO-5786 512 1024 256 256  1024 4 

RO-4692 512 1024 256 1024  1024 4 

RO-4565 256 >1024 128 512  1024 2 

RO-4557 256 1024 128 256  1024 4 

RM-4568 512 >1024 128 512  1024 4 

RM-5266 256 >1024 128 512  1024 2 

RM-5926 256 >1024 128 512  1024 2 

RM-5966 256 1024 128 512  1024 2 
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contra Aspergillus parasiticus (RASOOLI; ABAYNEH, 2004). Além disso, o óleo 

essencial de Thymus spathulifolius, cujo percentual de timol é 36,5%, inibiu o 

crescimento de Trichophyton spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Rhizopus spp., 

Alternaria spp. e Aspergillus spp., com CIMs variando entre 31 e 250 µg/mL 

(SOKEMAN et al. 2004). Os óleos essenciais de Thymus spp., particularmente 

T. vulgaris quimiotipo carvacrol (70,3%) e T. zygis (39,6% de timol e 21,2% de 

p-cimeno), bem como seus fitoconstituintes, mostraram uma acentuada atividade 

fungicida contra C. albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. guillermondii, C. glabrata, 

C. parapsilosis resistentes a fluconazol e anfotericina B (PINA-VAZ et al., 2004). 

 Giordani et al (2004) realizaram um estudo sobre potencial antifúngico dos 

óleos essenciais de vários quimiotipos de T. vulgaris contra Candida albicans. Foi 

evidenciado que T. vulgaris quimiotipo geraniol (conhecido como menos ativo do que 

os álcoois fenólicos), T. vulgaris quimiotipo linalol (antiséptico, porém, conhecido 

como menos ativo do que os álcoois fenólicos) e T. vulgaris quimiotipo 

tujanol-4/terpineol-4 que não contêm timol e carvacrol apresentaram fracas 

atividades, já T. vulgaris quimiotipo borneol (33,9% de borneol e 7,1% de timol) 

mostrou moderada atividade antifúngica. Entretanto, o óleo essencial de T. vulgaris 

quimiotipo timol foi o mais potente com CIM80% de 0,016 µL/mL, a eficácia é devido 

principalmente ao elevado teor de timol, 63,2%. 

 Os efeitos potenciais antifúngicos dos óleos essenciais de T. tosevii e 

T. vulgaris (48,9% de timol e 19,0% de p-cimeno), bem como seus componentes, 

timol e carvacrol foram investigados contra 17 micromicetos intoxicantes alimentar, 

animal, vegetal e patógenos humanos. Ambas as espécies de Thymus 

apresentaram forte atividade antifúngica, no entanto, o óleo essencial de T. vulgaris 

foi mais potente que o óleo de T. tosevii. Tal efeito é devido principalmente ao timol, 

componente majoritário do óleo essencial de T. vulgaris e que apresenta menor 

quantidade em T. tosevii, além de apresentar o mesmo perfil de atividade 

isoladamente (SOKOVIĆ et al., 2009). 

 De acordo com Klaric et al (2007) tanto o timol como o óleo de essencial 

T. vulgaris, cujos principais componentes são p-cimeno (36,5%) e timol (33,0%) 

apresentaram fortes atividades fungicida e/ou fungistática contra Aspergillus, 

Penicillium, Cladosporium, Trichoderma, Mucor e Rhizopus. Timol apresentou 

inibição significativamente três vezes mais forte quando comparado com o óleo 

essencial de T. vulgaris. 
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 Muitos pesquisadores tem demonstrado o potencial antifúngico de timol 

contra espécies de leveduras e fungos filamentosos. Timol inibiu o crescimento de 

espécies de Candida sensíveis e resistentes (isolados clínicos) a azóis e 

anfotericina B (PINA-VAZ et al., 2004; AHMAD et al. 2010; 2011), bem como 

interfere com formação e viabilidade de hifas de C. albicans (BRAGA et al., 2007). 

Resultados semelhantes foram relatados para A. fumigatus, T. rubrum resistentes a 

azóis e anfotericina B (SAJJAD; KHAN; AHMAD, 2011). Entretanto, são poucos os 

estudos sobre a atividade antifúngica de p-cimeno. Foi evidenciado que o p-cimeno 

e 1,8-cineol foram muito menos eficazes contra Aspergillus spp. e Penicillium spp. 

(valores de CIM foram ≥ 4 ou 8% v/v), quando comparado com o timol (HAMMER; 

CARSON; RILEY, 2003). Mas, para leveduras oportunistas, tanto o timol como o 

p-cimeno, isolados ou em associação exibiram forte atividade antifúngica contra 

Candida spp. (PINA-VAZ et al., 2004).  

 Comparando o perfil fitoquímico dos óleos essenciais das várias espécies de 

Thymus, especialmente dos quimiotipos timol de T. vulgaris, apresentados em 

estudos anteriores com a composição química do óleo essencial de T. vulgaris do 

presente trabalho, cujos fitoconstituintes majoritários são timol com 46,6% e 

p-cimeno com 38,9% (quadro 5 e anexo 3), pode-se obervar que os principais 

componentes da maioria das espécies de Thymus são p-cimeno e timol, 

corroborando aos resultados obtidos. 

 De acordo com Kalemba e Kunicka (2003) tanto o caráter lipofílico do 

esqueleto de hidrocarboneto dos constituintes dos óleos essenciais, bem como o 

caráter hidrófilo dos seus grupos funcionais são de grande importância na ação 

antimicrobiana dos óleos essenciais. Sendo a atividade antifúngica classificada na 

seguinte ordem decrescente fenóis > aldeídos > cetonas > alcoóis > ésteres > 

hidrocarbonetos. Portanto, de acordo com estas observações torna-se evidente que 

existe uma grande relação entre a forte atividade dos óleos essenciais de Thymus 

com a elevada porcentagem de componentes fenólicos, como timol.  

 Correlacionando a estrutura com atividade pode-se especular que a atividade 

fungicida e/ou fungistática do óleo essencial de T. vulgaris pode ser atribuída ao 

timol, seu principal constituinte, especialmente a hidroxila presente neste composto, 

uma vez que o p-cimeno (benzeno), segundo componente majoritário não 

apresentou significativa atividade antifúngica, o que justifica a menor potência do 

óleo quando comparada ao timol. Isso suporta a ideia de que a eficácia dos óleos 
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essenciais depende da sua composição química, principalmente a presença dos 

componentes fenólicos. Estes resultados são de grande relevância, pois facilitam a 

utilização de componentes individuais, em vez de uma mistura, dando mais 

previsibilidade e provavelmente menos efeitos colaterais. 

 

 

Quadro 5 - Perfil fitoquímico do óleo essencial de T. vulgaris.  

 

Constiuintes % 

Timol 46,6 

p-cimeno 38,9 

Linalol 3,8 

-pineno 3,3 

Mirceno 1,7 

1,8-cineol 1,2 

Canfeno 1,0 

Limoneno 0,8 

-pineno 0,6 

-terpineno 0,3 

Picos menores que 0,1% foram excluídos. 

Fonte: Vany Ferraz, (2010). 

 

 

 A pesquisa de macromoléculas cuja funcionalidade esteja relacionada ao 

crescimento, sobrevivência, virulência ou morfogênese celular são apontadas como 

promissores alvos para novos agentes antifúngicos (ODDS; BROWN; GOW, 2003). 

Portanto, levando em consideração a fraca atividade do p-cimeno e a promissora 

atividade antifúngica do óleo essencial de T. vulgaris e do seu fitoconstituinte 

majoritário, timol, as próximas etapas do estudo foram avaliar se o óleo essencial e o 

timol interferem no crescimento micelial, na germinação dos esporangiósporos 

fúngicos e na micromorfologia de cepas de R. oryzae e R. microsporus. 

 Os fungos da ordem Mucorales, incluindo as espécies de Rhizopus, são 

caracterizados por um micélio aéreo ereto, descrito como fibras ou de 
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"algodão-doce", que crescem bem e rapidamente (RIBES; VANOVER-SAMS; 

BAKER, 2000). Estes fungos promovem extensiva angioinvasão, uma característica 

marcante das mucormicoses, infiltrando-se através dos vasos sanguíneos, 

resultando em trombose dos vasos e necrose do tecido (SPELLBERG; EDWARDS, 

IBRAHIM, 2005; KAUFFMAN, 2005). Devido a grande importância do crescimento 

micelial no desenvolvimento destas micoses, passou-se a investigar o efeito de 

diferentes concentrações do óleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B 

sobre o crescimento micelial através da quantificação da massa micelial seca em 

gramas de R. oryzae RO-4557 e R. microsporus RM-5266. Adicionalmente foi 

avaliada a cinética do crescimento micelial, através do crescimento radial em meio 

sólido. 

  Os resultados obtidos demonstraram que o óleo essencial, timol e 

anfotericina B nas concentrações referentes a CIM e 2 × CIM reduziram 

significativamente a massa micelial seca de R. oryzae (Figuras 13 A), com as 

seguintes porcentagens de inibição de 55,2 ± 6,0% (CIM do OE), 65,6 ± 1,9% 

(2 × CIM do OE), 60,7 ± 8,6% (CIM do timol), 66,6 ± 11,6% (2 × CIM do timol), 

29,0 ± 5,4% (CIM da AB) e 37,3 ± 12,9% (2 × CIM da AB), quando comparados com 

o controle normal de R. oryzae RO-4557. Estes resultados sugerem que os produtos 

avaliados inibiram o desenvolvimento micelial normal de R. oryzae em todas as 

concentrações testadas. 

 Resultados semelhantes foram observados com R. microsporus RM-5266 

(Figura 13 B). Tanto o óleo essencial como o timol, nas diferentes concentrações 

testadas inibiram o desenvolvimento micelial normal de R. microsporus, o que pode 

ser evidenciando com as respectivas porcentagens de inibição de 49,6 ± 6,2% 

(CIM do OE), 67,6 ± 4,5% (2 × CIM do OE), 54,8 ± 9,1% (CIM do timol), 73,1 ± 5,8% 

(2 × CIM do timol) quando comparados com o controle. No entanto, a anfotericina B 

na concentração de 2 g/mL (CIM) não inibiu significativamente crescimento 

micelial, ocorrendo inibição de 69,5 ± 9,8% apenas na concentração de 4 g/mL 

(2 × CIM).  

  



Resultados e Discussão  68 

 

Figura 13 - Efeito do óleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre a 

produção micelial de R. oryzae RO-4557 (A) e R. microsporus RM-5266 (B). 

 

 
 
 
Os resultados estão expressos em média ± e.p.m. de três experimentos. Teste t de Student, 
a
p<0,0001, 

b
p<0,001 quando 

c
p<0,05 comparado com o controle; 

d
p<0,001 e 

e
p<0,05 comparado com 

o com AB (2 µg/mL). 

 

 

 Na avaliação da cinética do crescimento micelial pode-se observar que ambas 

as espécies fúngicas na ausência das drogas testes apresentaram rápido 

crescimento, o qual foi detectado com 8 h e tomou conta da placa de Petri em 

aproximadamente 24 h para R. oryzae e 48 h para R. microsporus (Figuras 14 e 15). 

No entanto, na presença de diferentes concentrações do óleo essencial de 

T. vulgaris, timol e anfotericina B (CIM/2, CIM, 2 × CIM e 4 × CIM) foi evidenciado de 

maneira dose dependente significante redução do crescimento micelial de ambas as 
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espécies, nos intervalos de 8, 16, 24, e 48 horas (Figura 16 e 17). Entretanto, de 

modo geral, o crescimento micelial aumentou em função do tempo.  

 

 

Figura 14 - Crescimento de R. oryzae no período de 8 horas (A), 16 horas (B), 

24 horas (C) e 48 horas (D). 

A B

C D

 

  

Figura 15 - Crescimento de R. microsporus no período de 8 horas (A), 16 horas (B), 

24 horas (C) e 48 horas (D). 

 

A B

C D
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 Para R. oryzae a porcentagem de inibição variou de 49-100%, após 24 h de 

incubação com o óleo essencial, ocorrendo 97% e 100% de inibição do crescimento 

micelial com as concentrações equivalentes a 2 × CIM e 4 × CIM, respectivamente 

(Figura 16 A). No entanto, no mesmo intervalo de tempo foi obervado 100% de 

inibição com todas as concentrações do timol (Figura 16 B). Já para R. microsporus 

a porcentagem de inibição variou de 45-100%, ocorrendo a completa inibição do 

crescimento micelial com 2 × CIM e 4 × CIM do óleo essencial, após 48 h de 

incubação (Figura 17 A). Resultado semelhante foi observado com o timol, cuja 

porcentagem de inibição variou de 57-100%, sendo o crescimento micelial de 

R. microsporus completamente abolido com as concentrações de 2 × CIM e 4 × CIM 

(Figura 17 B).  

 Nos intervalos de 16, 24 e 48 h, a anfotericina B, em todas as concentrações 

avaliadas não inibiu completamente o crescimento micelial de R. oryzae e 

R. microsporus (Figuras 16 C e 17 C). Portanto, o melhor efeito inibitório para ambas 

as espécies foi evidenciado para o timol, confirmando mais uma vez, que o efeito 

antifúngico do óleo essencial de T. vulgaris é atribuído ao seu fitoconstituinte 

majoritário. 

 Os resultados encontrados até o momento podem ser considerados de 

grande relevância para o estudo, pois foi constatado que o óleo essencial de 

T. vulgaris assim como o timol inibem fortemente o crescimento dos fungos 

analisados neste trabalho. Este achado corrobora aos dados obtidos por alguns 

pesquisadores, que vêm investigando o potencial antifúngico dos óleos essenciais 

em inibir crescimento micelial de fungos patogênicos e não patogênicos 

(REDDY et al., 1998; DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOUA, 2003; RASOOLI; 

ABYANEH, 2004; ALIZADEH-SALTEH et al., 2010; PEREIRA et al., 2011).  

 Os óleos essenciais de Origanum vulgare (orégano), Thymus capitatus 

(tomilho), Origanum dictamnus, Origanum majorana (manjerona), inibiram 

completamente o crescimento de Botrytis cinerea e Fusarium solani var. coeruleum 

(DAFERERA; ZIOGAS; POLISSIOUA, 2003). Os óleos essenciais de duas 

variedades de tomilho, Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock inibiram o crescimento 

micelial de Aspergillus parasiticus (RASOOLI; ABYANEH, 2004). Também foram 

relatado significativo efeito inibidor de alguns óleos essenciais sobre o crescimento 

de R. stolonifer, a exemplo dos óleos essenciais de Salvia officinalis, 

Satureja hortensis e Zataria multiflora (ALIZADEH-SALTEH et al., 2010) e óleo 
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essencial de T. vulgaris (REDDY et al., 1998). Recentemente nosso grupo de 

pesquisa mostrou que o óleo essencial de C. winterianus inibiu o desenvolvimento 

micelial de Trichophyton rubrum (PEREIRA et al., 2011).  

 

 

Figura 16 – Efeito do óleo essencial de T. vulgaris (A), timol (B) e anfotericina B (C) 

sobre a cinética do crescimento micelial de R. oryzae (RO-4557). 
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Os resultados estão expressos em média  e.p.m. de três experimentos. ANOVA de duas vias 

seguido do pós-teste de Bonferroni, 
a
p0,0001 quando comparado ao controle. 
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Figura 17 – Efeito do óleo essencial de T. vulgaris (A), timol (B) e anfotericina B (C) 

sobre a cinética do crescimento micelial de R. microsporus (RM-5266). 
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Os resultados estão expressos em média  e.p.m. de três experimentos. ANOVA de duas vias 

seguido do pós-teste de Bonferroni, 
a
p0,0001 e 

b
p0,001 quando comparado ao controle. 
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  Os esporos resultantes da reprodução assexuada, também denominados de 

conídios, são críticos no ciclo de vida de muitos fungos, porque é o principal meio de 

dispersão e serve como um “ambiente seguro” para o genoma de fungos em 

condições ambientais adversas. As mucormicoses, infecções fúngicas 

frequentemente fatais, são iniciadas por contato do hospedeiro com os 

esporangiósporos aéreos, que inicia o processo infeccioso submetendo-se a 

germinação dos esporangiósporos e formação de micélio. Portanto, o estudo de 

germinação de esporangiósporos tem grandes implicações na prática clínica, visto 

que, pode ser possível desenvolver novas abordagens terapêuticas que bloqueiam a 

infecção no seu início (OSHEROV; MAY, 2001). 

  Nesta perspectiva foi investigado se o óleo essencial de T. vulgaris e seu 

principal componente fenólico interferem no processo de germinação de 

esporangiósporos de R. oryzae RO-4557 e R. microsporus RM-5266. Como pode 

ser observado na figura 18, em todas as concentrações avaliadas (CIM e 2 × CIM), o 

óleo essencial, timol e anfotericina B exerceram forte poder inibitório sobre o 

processo germinativo dos esporangiósporos de ambas as espécies testadas, visto 

que reduziram significativamente a germinação de esporangiósporos, com as 

porcentagens de inibição variando entre 93,7-100% e 95,4-98,6% frente às cepas de 

R. oryzae e R. microsporus, respectivamente.  

  Diante da importância do processo de germinação dos esporangiósporos de 

Rhizopus, como causa primária na indução das mucormicoses, os resultados 

apresentados são de grande relevância, revelando assim, o potencial antifúngico do 

óleo essencial e do timol em bloquear, logo no início, a infecção induzida por 

R oryzae e R. microsporus, visto que, inibem significativamente os 

esporangiósporos, estruturas que se apresentam como um alvo de grande 

importância terapêutica. Além disso, o óleo essencial de T. vulgaris e o seu 

componente majoritário apresentaram resultados semelhantes aos da anfotericina B, 

fármaco de primeira linha no tratamento dessas infecções.  

  O potencial antifúngico dos óleos essenciais em inibir a germinação de 

esporangiósporos vem sendo bastante estudado. Foi reportado que o óleo essencial 

de C. winterianus mostrou forte poder inibitório da germinação de conídios de 

T. rubrum e T. mentagrophytes (PEREIRA, 2009; PEREIRA et al., 2011). Óleo 

essencial de Cinnamomum zeylanicum inibiu germinação de conídios de 

A. fumigatus, A. flavus e A. niger (CARMO et al. 2008). Além disso, considerando a 
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importância da germinação de esporangiósporos de Rhizopus na patogênese das 

mucormicoses, algumas pesquisas relatam o efeito inibitório de certas drogas neste 

processo. Lovastatina promoveu significante atraso na germinação de 

esporangiósporos de Rhizomucor pusillus (LUKÁCS et al., 2004). Adicionalmente foi 

relatado que estatinas (lovastatina, sinvastatina, rosuvastatina e atorvastatina) 

inibiram a germinação de esporangiósporos de fungos da classe dos zigomicetos 

(GALGÓCZY et al., 2007). Foi evidenciado que N-acetil-cisteína e seus derivados 

inibem a germinação de esporangiósporos de diferentes zigomicetos, especialmente 

R. oryzae (GALGÓCZY et al., 2009).  

 

 

Figura 18 - Efeito do óleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre a 

germinação dos esporangiósporos de Rhizopus oryzae RO-4557 (A) e 

Rhizopus microsporus RM-5266 (B). 
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Os resultados estão expressos em média ± e.p.m. de três experimentos. 
a
p0,0001 quando 

comparado ao controle (teste Fischer). 
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 A germinação de esporangiósporos e a formação micelial dependem da 

morfogênese normal do fungo. Portanto, uma vez determinado o potencial 

antifúngico do óleo essencial de T. vulgaris e do timol em inibir o desenvolvimento 

micelial e a germinação de esporangiósporos de R. oryzae e R. microsporus, 

passou-se a investigar a ação destes produtos na morfologia de ambas as espécies 

de Rhizopus em estudo, por meio da técnica de micromorfologia, que permite 

demonstrar através da microscopia óptica a morfologia dos fungos e suas alterações 

provocadas por diferentes concentrações das drogas-teste. 

  Ao examinar as lâminas de R. oryzae e R. microsporus no microscópio óptico 

comum, pode-se observar que diferentes concentrações (CMI/2 e CIM) do óleo 

essencial, timol e anfotericina B promoveram alterações no padrão morfológico de 

ambas as espécies de Rhizopus (Figuras 19 e 20). O processo de 

esporangiogênese foi bastante afetado, sendo observado poucos esporângios e 

esporangiósporos, e, em algumas lâminas foram observadas a completa inibição da 

esporangiogênese com a ausência de esporângios, em comparação ao controle.  

 Todos os produtos promoveram alterações marcantes na formação normal 

das hifas de R. oryzae e R. microsporus, visto que as hifas se apresentaram curtas, 

tortuosas e com alguns vacúolos, quando comparados com o controle, o qual 

apresentou o padrão característico do gênero, com hifas hialinas largas 

(6-15 micrometros em diâmetro), não apresentando septos, ou muito poucos 

(RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000). As hifas são identificadas em tecidos 

humanos infectados, tendo grande importância clínica na disseminação da 

mucormicose (NOURI-MAJALAN; MOGHIMI, 2008; HEMASHETTAR et al., 2011). 

 Resultado interessante foi a formação de clamidoconídios em R. microsporus 

na presença do óleo essencial, timol e anfotericina B (Figura 21). Estas estruturas 

reprodutivas assexuais são derivadas das hifas vegetativas de certas espécies de 

Mucorales, que se apresentam normalmente como células vegetativas de formato 

grande e citoplasma condensado, com paredes espessas e com variadas formas. 

Os clamidosporos podem ser formados intercalado com o micélio (formação 

endógena) (RIBES; VANOVER-SAMS; BAKER, 2000; LACAZ et al., 2002). São 

considerados estruturas de resistência, desenvolvidas em resposta a estímulos 

ambientais adversos, a exemplo de variações na osmolaridade, pH, temperatura, a 

luz e exposição a certas drogas antifúngicas (COLE et al., 1991; GOMPERTZ, et al., 



Resultados e Discussão  76 

 

2000; OHARA; TSUGE, 2004), justificando assim, a sua produção na presença dos 

produtos investigados neste estudo. 

 Os resultados corroboram aos apresentados anteriormente e enfatizam o 

potencial antifúngico do óleo essencial de T. vulgaris e seu principal constituinte, 

timol, no tratamento das mucormicoses. 

 

 

Figura 19 - Efeito do óleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre a 

micromorfologia de R. oryzae (RO-4557). 

 

 

 
Controle (A); óleo essencial 128 µg/mL (B) e 256 µg/mL (C); timol 64 µg/mL (D) e 128 µg/mL (E); 

anfotericina B 2 µg/mL (F) e 4 µg/mL (G). → Esporângio e → esporangióforo. 
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Figura 20 - Efeito do óleo essencial de T. vulgaris, timol e anfotericina B sobre a 

micromorfologia de R. microsporus (RM-5266). 

 

 

Controle (A e B); óleo essencial 128 µg/mL (C) e 256 µg/mL (D); timol 64 µg/mL (E) e 128 µg/mL (F); 

anfotericina B 2 µg/mL (G) e 4 µg/mL (H). → Esporângio, → esporangióforo e ► clamidoconídio.  



Resultados e Discussão  78 

 

Figura 21 - Presença de clamidoconídios em R. microsporus (RM-5266) na 

presença de A) 128 µg/mL do óleo essencial, B) 128 µg/mL do timol, C) 1 µg/mL e 

D) 2 µg/mL de anfotericina B. 
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  Considerando o caráter lipofílico dos óleos essenciais e dos seus 

componentes fenólicos, bem como a possibilidade destes produtos de interagir com 

as membranas biológicas, passou-se a investigar a participação de esteróis de 

membrana no efeito antifúngico promovido pelo óleo essencial de T. vulgaris e timol. 

  Ergosterol é o principal esterol presente em leveduras e fungos filamentosos, 

sendo necessário para o crescimento e função normal da membrana das células 

fúngicas. Além de servir como um regulador da fluidez, assimetria e integridade da 

membrana, o ergosterol contribui para o bom funcionamento de enzimas ligadas à 

membrana (LUPETTI et al., 2002). A maioria dos fármacos existentes para o 

tratamento de infecções fúngicas, tem como alvos farmacológicos direta ou 
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indiretamente a parede e a membrana plasmática, particularmente, o esterol de 

membrana fúngica, ergosterol, e a sua biossíntese (LUPETTI et al., 2002; 

ODDS; BROWN; GOW, 2003). 

  Nesta perspectiva foi realizado o ensaio com o ergosterol, presente apenas 

em membranas fúngicas e colesterol, presente na membrana de células de 

mamíferos. Este método baseia-se na oferta exógena de esteróis a um composto, 

que possuindo afinidade por esteróis irá formar rapidamente um complexo, 

impedindo assim a complexação com os esteróis da membrana. Isso resulta em 

aumento da CIM (ESCALANTE et al., 2008). 

  As CIMs do óleo essencial e do timol para R. oryzae aumentaram em quatro e 

oito vezes, na presença de 200 e 400 µg/mL de ergosterol, respectivamente. Já para 

o colesterol as CIMs dos produtos aumentaram em quatro vezes para ambas as 

concentrações. A anfotericina B, controle positivo que possui conhecida interação 

com ergosterol apresentou CIM aumentada em até 256 vezes na presença deste 

esterol. Semelhante interação foi evidenciada na presença do colesterol (Tabela 4). 

  Para R. microsporus as CIMs do óleo essencial aumentaram em quatro vezes 

para ambas as concentrações testadas (Tabela 4). Resultado semelhante foi 

evidenciado na presença do colesterol. Já as CIMs do timol aumentaram para 

512 µg/mL (4 × CIM) e 1024 µg/mL (8 × CIM), na presença de 200 e 400 µg/mL de 

ergosterol, respectivamente. Na presença do colesterol as CIMs aumentaram para 

512 µg/mL (4 × CIM) em ambas as concentrações. A anfotericina B apresentou CIM 

aumentada em até 256 vezes na presença do ergosterol para ambas as 

concentrações. No entanto, na presença do colesterol, a CIM aumentou em até 

256 e 512 vezes, nas concentrações de 200 e 400 µg/mL, respectivamente 

(Tabela 4). 

  Vem sendo bastante estudada a ação dos óleos essenciais e seus 

componentes fenólicos sobre a membrana. Os óleos essenciais de Thymus spp., 

especialmente T. zygis e T. vulgaris e seus componentes, como carvacrol, timol e 

p-cimeno apresentaram uma potente atividade fungicida contra Candida spp., 

resultante principalmente de uma extensa lesão da membrana celular 

(PINA-VAZ et al., 2004). Os óleos essenciais de 

Thymus eriocalyx e Thymus x-porlock  provocaram danos irreversíveis na parede, 

organelas e membrana celular de A. parasiticus (RASOOLI; OWLIA 2005). 
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Tabela 4 - Efeito da anfotericina B, do óleo essencial de T. vulgaris e timol frente 

cepas de R. oryzae e R. microsporus na ausência e na presença de esteróis. 

 

Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os dados estão expressos como média 
geométrica. 

 

 

  Braga et al (2007) relataram que o timol interfere com a formação e a 

viabilidade das hifas Candida albicans, o que pode ser atribuído às características 

anfipáticas do timol em perturbar as membranas celulares. Adicionalmente foi 

evidenciado que a forte atividade fungicida promovida por carvacrol e timol contra 

todos os isolados de Candida pode se devido à inibição da biossíntese de ergosterol 

e a ruptura da integridade da membrana (AHMAD et al., 2011).  

  São poucos os estudos sobre a interação direta dos óleos essenciais e seus 

fitoconstiuintes com o ergosterol da membrana. Apesar de haver uma grande 

variedade de compostos biologicamente ativos, como os polienos, cujo principal 

representante é a anfotericina B, que se ligam diretamente ao ergosterol, formando 

poros que desestabilizam a membrana, levando a perda do material intracelular, 

resultando na lise celular (ODDS; BROWN; GOW, 2003; BAGINSKI et al., 2005; 

LEMKE et al., 2005; SPELLBERG et al., 2009). 

  Diante do exposto, pode-se sugerir que o mecanismo antifúngico promovido 

pelo óleo essencial e timol envolve a interação direta com o ergosterol, o que conduz 

ao rompimento da membrana fúngica e perda do conteúdo intracelular. Entretanto, 

tal ação não é seletiva, visto que, há também interação dos produtos com o 

colesterol. Semelhante ao que ocorre com a anfotericina B, que tem caráter 

    CIM (µg/mL) 

Cepas Produtos Ausência 

de esteróis 

Presença de ergosterol Presença de colesterol 

  200 400  200  400 

RO-4557 OE 256 

128 

4 

256 

128 

2 

1024 2048 1024 1024 

Timol 512 1024 512 512 

AB 1024 1024 512 1024 

RM-5266 OE 1024 1024 1024 1024 

Timol 512 1024 512 512 

AB 512 512 512 1024 
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anfipático, possuindo assim, capacidade de se ligar a ambos os esteróis, ergosterol 

e colesterol incorporados nas membranas celulares, sendo tóxico para as células de 

mamíferos, particularmente causando nefrotoxicidade (ODDS; BROWN; 

GOW, 2003. BAGINSKI et al., 2005; BARAN; BOROWSKI; MAZERSKI, 2009). 

  Deve ser lembrado que os óleos essenciais e seus fitoconstiuintes podem 

causar danos às membranas biológicas, devido às suas propriedades lipofílicas 

(KNOBLOCH et al., 1989). Por isso, a aplicação clínica destes produtos é muitas 

vezes desencorajada por causa de seus potenciais efeitos tóxicos quando usado em 

altas concentrações (INOUYE et al. 2000). Além disso, como o óleo essencial de 

T. vulgaris e o timol apresentaram afinidade com o colesterol, esterol presente na 

membrana de mamíferos, e neste caso, tal resultado constitui um indício de que os 

compostos possuem toxicidade frente às células humanas. Nesta perspectiva foram 

realizados estudos de toxicidade in vivo com a finalidade de avaliar o potencial 

toxicológico do óleo essencial e seu fitoconstuinte majoritário, timol, para estabelecer 

se podem ser utilizados com segurança como agentes antifúngicos contra R. oryzae 

e R. microsporus. 

  A toxicidade aguda é utilizada para avaliar fitoterápicos de acordo com o seu 

potencial de letalidade ou sinais tóxicos como estabelecido pela RE 90/2004 

(BRASIL, 2004), podendo também ser determinadas as espécies animais mais 

suscetíveis à ação das drogas avaliadas, identificar órgãos alvos e selecionar doses 

para estudos posteriores (CHAN; HAYES, 1994). 

  O estudo foi iniciado com a triagem farmacológica comportamental utilizando 

a metodologia padronizada por Almeida et al (1999) com o objetivo de identificar 

alterações em nível do SNC e SNA produzidas pelo óleo essencial de T. vulgaris e 

timol nas doses de 125, 250, 500 e 1000 mg/kg, administradas por via intraperitoneal 

em camundongos. Assim, esse modelo permite avaliar se determinadas drogas 

apresentam toxicidade, possibilitando o estudo farmacológico de plantas e/ou 

fitoconstituintes com uma determinada margem de segurança 

(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). 

  Na dose de 125 mg/kg, via i.p. tanto o óleo essencial como o timol 

apresentaram efeito imediato, sendo observado nos animais diminuição da 

ambulação, sedação, resposta ao toque diminuído, ptose palpebral e diminuição da 

força para agarrar, entretanto, o efeito durou menos de 30 minutos para o óleo 

essencial e menos de uma hora para o timol. 
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  Nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg, via intraperitoneal foi observado que 

ambos, o óleo essencial e o timol, promoveram alterações comportamentais nos 

camundongos, sendo tal efeito iniciado minutos após a sua administração. Os 

animais apresentaram ptose palpebral, sedação, diminuição do reflexo de 

endireitamento, analgesia, resposta ao toque diminuído, perda do reflexo corneal e 

auricular. Além destes efeitos depressores, os camundongos apresentaram os 

movimentos de ambulação, levantar e escalar diminuídos, bem como diminuição do 

tônus muscular, da força para agarrar e respiração forçada. Os efeitos foram 

diminuindo ao longo do período de duas horas, sendo quase todos os efeitos 

revertidos três horas após a administração das drogas-teste na dose de 250 mg/kg, 

porém, com as doses de 500 e 1000 mg/kg os efeitos persistiram durante as quatro 

horas de avaliação, com exceção do tônus muscular e força para agarrar que foram 

revertidos em duas horas.  

  Os resultados sugerem que nas doses avaliadas o óleo essencial e o timol 

possuem atividade depressora ou sedativa do SNC. A ambulação diminuída em 

camundongos é talvez a forma mais comum de verificar se uma substância 

analisada apresenta efeito depressor do SNC. Além disso, a demora de reação do 

camundongo em resposta a um toque e presença de quadro sedativo, representado 

por sonolência, relaxamento e diminuição da atividade motora sem perda da 

consciência, pode indicar efeito depressor do SNC em animais (ALMEIDA; 

OLIVEIRA, 2006). 

  Não se pode inferir toxicidade apenas com alterações desses parâmetros, 

uma vez que o óleo essencial e timol não induziram nos animais contorções 

abdominais, tremores, convulsões, comportamentos estereotipados, catalepsia e 

ataxia. Além disso, várias espécies da família Lamiaceae são usadas na medicina 

popular por suas propriedades em nível do sistema nervoso central, como atividades 

sedativas e analgésicas (NAGHIBI et al., 2005). Especialmente T. vulgraris que é 

usada na medicina popular como um indutor do sono (FIGUEIREDO et al., 2008) e 

sedativa (RUSTAIYAN et al., 2000), além de apresentar experimentalmente 

atividade analgésica central (MOHSIN, 1989).  

  Muitos óleos essenciais e derivados monoterpênicos têm demonstrado, em 

modelos experimentais, atividades sobre o SNC, incluindo ações sedativa, 

antinociceptiva e antidepressiva (OLIVEIRA et al., 2009; PASSOS et al., 2009; 

ANGELES-LOPEZ et al., 2010; MOTA, 2011). O óleo essencial de 
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Lippia microphylla, e seu componente majoritário, timol, quando administrados via 

i.p. induziram alterações comportamentais sugestivas de droga psicoléptica, ou seja, 

depressora do SNC, bem como foi evidenciado, além de características de drogas 

sedativas, possível potencial ansiolítico em camundongos (MOTA, 2011). Esses 

dados corroboram, em parte, com os dados obtidos neste estudo. 

  Após 72 horas de observação, registrou-se que a dose de 125 mg/kg do óleo 

essencial não provocou a morte dos camundongos de ambos os sexos, entretanto, 

as doses de 250 e 500 mg/kg mataram 50% e 100% dos camundongos machos, 

respectivamente. Já para as fêmeas as doses de 250, 500 e 1000 mg/kg do óleo 

essencial provocaram 50%, 25% e 100% de mortes, respectivamente. Assim, foi 

possível calcular por regressão não-linear a DL50 via i.p., sendo essa estimada em 

250 mg/kg para os machos e 459,6 mg/kg para as fêmeas. 

  O timol na dose de 125 mg/kg (i.p.) não provocou a morte dos animais de 

ambos os sexos. No entanto, nas doses de 250 e 500 mg/kg (i.p.) mataram 66,7% e 

80% dos machos, respectivamente. A administração de 250, 500 e 1000 mg/kg (i.p.) 

do óleo essencial provocou a morte de 16,7%, 40% e 33,3% das fêmeas, 

respectivamente. Baseado nesses dados a DL50 foi estimada em 222,3 mg/kg para 

camundongos machos e 1551 mg/kg para as fêmeas. 

  Foi realizado uma extrapolação das CIMs do óleo essencial (256 µg/mL) e do 

timol (128 µg/mL), para as doses em mg/kg a serem administradas em 

camundongos de aproximadamente 40 g, baseado nos dados apresentados por 

Houghton et al (2007) em humanos. A dose equivalente a CIM do óleo essencial foi 

aproximadamente 20 mg/kg, o que corresponde as doses 12,5 e 23 vezes inferior a 

DL50 do óleo essencial para os machos e fêmeas, respectivamente. Já para o timol a 

dose equivalente a CIM foi 10 mg/kg, o que correspondem as doses 22 e 155 vezes 

inferior a DL50 do timol para os machos e fêmeas, respectivamente. Portanto, apesar 

das drogas-teste apresentarem toxicidade para os camundongos machos nas 

condições avaliadas, com baixos valores de DL50, elas demonstraram segurança 

para estudos futuros de tratamento pré-clinico de mucormicoses induzidas em 

camundongos nas mesmas condições.  

  Resultados têm demonstrado que o óleo essencial de T. vulgaris e o timol são 

seguros quando administrados oralmente, pois apresentam baixa toxicidade. Em um 

estudo de toxicidade aguda o óleo essencial T. vulgaris apresentou DL50 de 

4000 mg/kg via oral em camundongos. No ensaio toxicológico agudo pré-clínico 
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realizado por Souza; Matos (1991) ficou demonstrada baixa toxicidade do timol, 

destacando DL50 de 1,8 g/kg via oral em ratos e uma DL50 de 0,92 ± 0,10 mL/kg em 

camundongos. No entanto, por via parenteral, a exemplo da i.p. as drogas-teste 

apresentaram considerável toxicidade para os camundongos machos e baixa 

toxicidade para as fêmeas.  

  Em adição a estes parâmetros, foi investigado o efeito do óleo essencial de 

T. vulgaris e timol nas doses de 125 e 250 mg/kg sobre o peso corporal, massa 

relativa dos órgãos, alterações macroscópicas das vísceras e parâmetros 

hematológicos dos camundongos. Variação no peso corporal é considerado um 

indicador de efeitos adversos, ou seja, os animais que sobrevivem não podem 

perder mais que 10% do peso inicial (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002). Foi 

avaliado o peso corporal dos animais no primeiro e último dia de experimento. 

Pode-se observar que o óleo essencial e o timol nas doses testadas não 

promoveram alterações significativas no peso dos camundongos, ocorrendo 

variação apenas nos limites pré-estabelecidos (Tabela 5).  

  De acordo com Dallegrave (2003) alterações na massa relativa dos órgãos 

possuem uma relação direta com sinais de toxicidade. Com o intuito de investigar 

esta hipótese, após os 14 dias de avaliação, os animais que sobreviveram foram 

eutanasiados, tiveram os órgãos retirados e pesados. Pode-se observar que em 

ambas as doses, o óleo essencial e o timol não promoveram alterações significativas 

no peso do coração, fígado, rins e baço dos camundongos (Tabela 5 e 6).  

  Adicionalmente foram avaliadas as alterações macroscópicas nestes órgãos. 

Nenhuma alteração foi observada nos órgãos dos animais com a dose de 125 mg/kg 

(i.p.) do óleo essencial de T. vulgaris. Entretanto, a dose de 250 mg/kg (i.p.) do óleo 

essencial alterou as características morfológicas do fígado de uma fêmea, com a 

presença de manchas esbranquiçadas. No grupo dos camundongos machos o óleo 

essencial induziu a formação de uma massa branca nos rins. Em outro animal foi 

evidenciado que os órgãos, baço e fígado estavam colabados com estômago e o 

intestino. Além disso, os lobos do pulmão estavam colabados. 

  O timol na dose de 125 mg/kg induziu alterações morfológicas em vários 

órgãos dos camundongos machos. Em um animal o fígado estava repleto de 

tumores e o baço com um tamanho bem superior ao normal. O pulmão de outro 

camundongo apresentou estrias esbranquiçadas com aspecto fibroso nos dois 

lobos. Também foi evidenciado tumor no fígado e um pequeno tumor no rim de outro 
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animal. Já a dose de 250 mg/kg, via i.p. promoveu alteração no fígado, com 

aparecimento de uma massa esbranquiçada. No entanto, são necessários estudos 

histopatológicos complementares, para avaliar o nível dos danos teciduais nestes 

órgãos alterados pela administração intraperitoneal de 125 e 250 mg/kg do óleo 

essencial e do timol. 

  Ao final do experimento de toxicidade aguda foi coletado sangue dos animais 

para avaliação dos parâmetros hematológicos. A dose de 125 mg/kg do óleo 

essencial de T. vulgaris promoveu aumento significativo nos níveis dos segmentados 

e monócitos e diminuição dos linfócitos das fêmeas, quando comparados ao 

controle. Para os camundongos machos ocorreram aumentos significativos nas 

quantidades de hemácias, hemoglobina e hematócrito, comparados ao controle 

(Tabela 7). No entanto, na dose de 250 mg/kg (i.p.) o óleo essencial de T. vulgaris 

induziu alterações significativas  

dos parâmetros hematológicos apenas dos camundongos machos quando 

comparados ao controle, sendo evidenciado diminuição das quantidades de HCM e 

leucócitos, também foi observado aumento nos níveis da plaquetas (Tabela 8).  

  O timol nas doses de 125 e 250 mg/kg não promoveu alterações significativas 

dos parâmetros hematológicos dos animais, quando comparados ao controle 

(Tabelas 7 e 8). Devido ao número pequeno de camundongos machos que 

sobreviveram não foi possível determinar alterações estatisticamente significativas. 

  Diante destes resultados, sugere-se que o óleo essencial de T.vulgaris e o 

timol nas doses e condições avaliadas, apresentou toxicidade para os camundongos 

machos e baixa toxicidade para as fêmeas. No entanto, são necessários estudos 

complementares, com a finalidade de comprovar ou refutar esta hipótese. 
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Tabela 5 - Efeito da administração intraperitoneal de 125 mg/kg do óleo essencial de 

T. vulgaris e timol na evolução ponderal e peso dos órgãos, em camundongos.  

 

 
Os dados estão expressos como média ± e.p.m. (n = 6). Teste “t” de Student ou Mann Whitney, 

p0,05 comparados ao controle.  

Parâmetros Sexo Tratamentos  

Evolução ponderal (g)  Controle Óleo essencial Timol 

     Fêmeas    

  Inicial  33,83 ± 1,18 34,17 ± 1,06 31,07 ± 0,47 

  Final   33,43 ± 1,06 33,50 ± 1,20 30,15 ± 0,37 

 Machos    

  Inicial  36,23 ± 0,79 39,13 ± 0,27 36,08 ± 2,21 

  Final   37,42 ± 0,96 35,75 ± 0,90 33,73 ± 1,87 

Peso dos órgãos (g)     

 Fêmeas    

Coração  0,15 ± 0,004 0,15 ± 0,002 0,14 ± 0,006 

Fígado  1,67 ± 0,08 2,00 ± 0,14 1,68 ± 0,08 

Rins  0,43 ± 0,02 0,46 ± 0,03 0,41 ± 0,02 

Baço  0,19 ± 0,01 0,22 ± 0,02 0,17 ± 0,01 

 Machos    

Coração  0,17 ± 0,006 0,17 ± 0,009 0,15 ± 0,01 

Fígado  2,12 ± 0,07 2,11 ± 0,11 2,46 ± 0,32 

Rins  0,53 ± 0,03 0,56 ± 0,02 0,52 ± 0,03 

Baço  0,30 ± 0,05 0,25 ± 0,01 0,25 ± 0,06 
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Tabela 6 - Efeito da administração intraperitoneal de 250 mg/kg do óleo essencial de 

T. vulgaris e timol na evolução ponderal e peso dos órgãos em camundongos. 

 

 
Os dados estão expressos como média ± e.p.m. (n=3-6). Teste “t” de Student ou Mann Whitney, 

p0,05 comparados ao controle. ND - não determinado. 

 
 

 

Parâmetros Sexo Tratamentos  

Evolução ponderal (g)  Controle Óleo essencial Timol 

     Fêmeas    

  Inicial  31,87 ± 0,81 30,60 ± 1,15 31,77 ± 1,24 

  Final   35,34 ± 0,38 35,80 ± 1,17 34,32 ± 0,56 

  Aumento (%)  11,92 ± 1,46 13,68 ± 4,30 9,82 ± 1,79 

 Machos    

  Inicial  35,30 ± 1,22 35,77 ± 0,51 34,20 ± 1,44 

  Final   42,62 ± 1,01 41,00 ± 0,44 40,10 ± 1,20 

  Aumento (%)  17,31 ± 1,95 13,85 ± 1,11 20,95 ± 0,13 

Peso dos órgãos (g)  Controle Óleo essencial Timol 

 Fêmeas    

Coração  0,15 ± 0,005 0,16 ± 0,005 0,14 ± 0,006 

Fígado  1,83 ± 0,32 1,83 ± 0,09 1,91 ± 0,07 

Rins  0,42 ± 0,016 0,44 ± 0,03 0,42 ± 0,02 

Baço  0,18 ± 0,01 0,21 ± 0,01 0,20 ± 0,01 

 Machos    

Coração  0,18 ± 0,007 0,16 ± 0,003 ND 

Fígado  2,28 ± 0,09 2,49 ± 0,16 ND 

Rins  0,60 ± 0,009 0,61 ± 0,05 ND 

Baço  0,26 ± 0,04 0,19 ± 0,006 ND 
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Tabela 7 - Efeito da administração intraperitoneal de 125 mg/kg do óleo essencial de T. vulgaris e timol frente aos parâmetros 

hematológicos dos camundongos. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Os dados estão expressos como média ± e.p.m. (n = 5-6). Teste de Teste “t” de Student para 

 a
p0,05 e 

b
p0,01 comparados ao controle; Mann Whitney para 

c
p0,05 comparados ao controle.  

Parâmetros  Fêmeas  Machos   

Hematológicos Controle Óleo essencial Timol Controle Óleo essencial Timol 

Hemácias (106/mm3) 9,61 ± 0,09 9,85 ± 0,25 9,60 ± 0,31 7,88 ± 0,26 8,99 ± 0,13b 8,90 ± 0,47 

Hemoglobina (g/dL) 11,52 ± 0,26 12,10 ± 0,35 11,78 ± 0,66 9,28 ± 0,48 11,17 ± 0,29b 10,13 ± 0,66 

Hematócrito (%) 45,47 ± 1,02 46,98 ± 1,08 45,46 ± 3,02 36,12 ± 1,56 43,37 ± 1,24c 39,08 ± 2,35 

VCM (µ3) 47,50 ± 1,26 47,60 ± 1,03 47,00 ± 1,76 45,67 ± 1,31 48,17 ± 1,20 43,83 ± 0,79 

HCM (µg) 12,03 ± 0,28 12,28 ± 0,14 12,26 ± 0,37 11,77 ± 0,41 12,42 ± 0,20 11,37 ± 0,31 

CHCM (%) 25,47 ± 0,35 25,74 ± 0,31 26,02 ± 0,37 25,60 ± 0,39 25,80 ± 0,34 25,88 ± 0,42 

Leucócitos (103/mm3) 2,78 ± 0,33 2,54 ± 0,45 4,36 ± 0,70 10,43 ± 3,46 4,17 ± 1,03 8,53 ± 3,32 

Segmentados (%) 21,17 ± 2,86 34,60 ± 4,09a 26,60 ± 2,40 41,50 ± 6,97 38,33 ± 3,77 45,17 ± 6,76 

Linfócitos (%) 69,00 ± 1,83 56,20 ± 3,29b 67,60 ± 1,94 51,00 ± 6,04 54,50 ± 4,35 47,67 ± 5,69 

Monócitos (%) 8,17 ± 1,70 9,00 ± 2,00a 5,80 ± 1,36 7,33 ± 1,76 8,60 ± 0,75 6,83 ± 2,23 

Plaquetas (103/mm3) 617,7 ± 49,92 417,6 ± 137,8 671,2 ± 161,4 700,7 ± 81,81 791,5 ± 77,81 704,5 ± 107,9 
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Tabela 8 - Efeito da administração intraperitoneal de 250 mg/kg do óleo essencial de T. vulgaris e timol frente aos parâmetros 

hematológicos dos  camundongos. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Os dados estão expressos como média ± e.p.m. (n = 3-6). Teste “t” de Student, 

a
p0,05 comparados ao controle. ND – não determinado. 

 

Parâmetros  Fêmeas  Machos   

Hematológicos Controle Óleo essencial Timol Controle Óleo essencial Timol 

Hemácias (106/mm3) 9,11 ± 0,18 8,01 ± 0,53 9,04 ± 0,43 8,62 ± 0,28 9,16 ± 0,62 ND 

Hemoglobina (g/dL) 12,13 ± 0,16 10,87 ± 0,58 12,14 ± 0,42 11,22 ± 0,27 11,30 ± 0,81 ND 

Hematócrito (%) 46,45 ± 0,95 42,60 ± 2,35 46,80 ± 1,68 43,77 ± 1,00 44,47 ± 2,84 ND 

VCM (µ3) 51,17 ± 1,25 53,00 ± 0,58 52,20 ± 1,02 51,17 ± 1,68 48,67 ± 1,45 ND 

HCM (µg) 13,32 ± 0,23 13,57 ± 0,15 13,46 ± 0,19 13,03 ± 0,18 12,30 ± 0,06a ND 

CHCM (%) 26,18 ± 0,38 25,53 ± 0,03 25,90 ± 0,37 25,63 ± 0,50 25,33 ± 0,67 ND 

Leucócitos (103/mm3) 4,38 ± 0,87 6,90 ± 0,83 4,62 ± 0,52 7,83 ± 0,75 3,77 ± 0,98a ND 

Segmentados (%) 23,33 ± 4,40 32,00 ± 5,29 24,80 ± 4,50 44,00 ± 6,30 35,67 ± 9,21 ND 

Linfócitos (%) 65,83 ± 4,68 58,33 ± 6,84 66,80 ± 5,57 44,33 ± 5,85 49,33 ± 8,35 ND 

Monócitos (%) 8,80 ± 1,45 9,67 ± 4,26 8,50 ± 2,06 11,67 ± 3,02 8,00 ± 2,00 ND 

Plaquetas (103/mm3) 611,2 ± 63,23 769,0 ± 207,7 649,8 ± 149,5 631,3 ± 105,9 1101 ± 108,0a ND 
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  Com base nos dados apresentados, pode-se sugerir que o óleo essencial de 

T. vulgaris e seu componente fenólico, timol possuem promissora atividade fungicida 

e/ou fungistática, podendo inibir a infecção logo no seu início. Tais atividades podem 

estar relacionadas à interação com o ergosterol, esterol presente na membrana de 

R. oryzae e R.  microsporus e que desempenha importante papel no crescimento e 

função normal da membrana destes fungos. Portanto, estes produtos, especialmente 

o timol se apresentam como uma nova alternativa terapêutica no tratamento das 

mucormicoses. Entretanto, são necessários mais estudos, visando correlacionar a 

potente atividade antifúngica in vitro e in vivo e comprovar a sua segurança, para 

uma possível aplicação clínica.  
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5 CONCLUSÕES 

 

Diante dos dados analisados é possível concluir que:  

 

 Todas as cepas de R. oryzae e R. microsporus foram resistentes aos cinco 

antifúngicos padrão utilizados neste trabalho; 

 

 O óleo essencial de T. vulgaris apresentou potencial antifúngico contra cepas 

resistentes de R. oryzae na triagem microbiológica; 

 

 O óleo essencial de T. vulgaris e o timol apresentaram forte atividade 

fungicida e/ou fungistática frente R. oryzae e R. microsporus; 

 

 O óleo essencial de T. vulgaris bem como o seu componente fenólico, timol, 

inibiram o crescimento micelial e germinação dos esporos de R. oryzae e 

R. microsporus; 

 

 O óleo essencial e o timol alteraram morfologia de R. oryzae e 

R. microsporus; 

 

 O mecanismo pelo qual o óleo essencial e o timol promovem atividade 

antifúngica envolve provavelmente a sua interação com ergosterol presente 

na membrana fúngica; 

 

 O óleo essencial de T. vulgaris e o timol nas condições e parâmetros 

avaliados apresentou moderada toxicidade para os camundongos machos e 

baixa toxicidade para as fêmeas. 
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Protocolo utilizado na Triagem Farmacológica 

Observaçõescomplementares.:_______________________________________________________ 

 

 Responsável Técnico  

Fonte: Almeida et al (1999)

 
ATIVIDADE FARMACOLÓGICA 

Quantificação dos efeitos 
(0) sem efeito, (-) efeito diminuído, (+) efeito presente, (++) efeito intenso 

 até 30` 1h 2h 3h 4h 

1 – SNC      
a – Estimulante      
Hiperatividade      
Irritabilidade      
Agressividade      
Tremores      
Convulsões      
Piloereção      
Movimento intenso das vibrissas      
Outras_____________________      
b – Depressora      
Hipnose      
Ptose      
Sedação      
Anestesia      
Ataxia      
Reflexo do endireitamento      
Catatonia      
Analgesia      
Resposta ao toque diminuído      
Perda do reflexo corneal      
Perda do reflexo auricular      
c – Outros comportamentos      
Ambulação      
Bocejo excessivo      
Limpeza      
Levantar      
Escalar      
Vocalizar      
Sacudir a cabeça      
Contorções abdominais      
Abdução das patas do trem posterior      
Pedalar      
Estereotipia      
2 - SN AUTÔNOMO      
Diarréia      
Constipação      
Defecação aumentada      
Respiração forçada      
Lacrimejamento      
Micção      
Salivação      
Cianose      
Tono muscular      
Força para agarrar      
3 – MORTE      
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