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RESUMO

LIMA, M. 1. O. Potencial antifiingico de linalol sobre isolados clinicos de trichophyton
rubrum resistentes a fluconazol 2017. 45 f. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao

em Enfermagem) - Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

Trichophyton rubrum é responsavel por elevados indices de quadros de dermatofitoses. Este
¢ um tipo de infeccdo flngica que acomete tecidos queratinizados como unhas, pele e couro
cabeludo. Desta maneira, é necessdria a busca de estudos com novos agentes terapéuticos,
com destaque para os produtos naturais a exemplo de terpenos. Este estudo investigou as
atividades do linalol, um monoterpeno alcodlico com potencial atividade antifingica, frente
aos isolados clinicos de 7. rubrum. Inicialmente, foi determinada a concentracdo inibitéria
minima (CIM) de linalol e cetoconazol por microdilui¢do, em meio RPMI 1640. Em seguida,
foi avaliada a acdo do linalol nas concentragdes 128 pg/mL (1/2CIM), 256 pg/mL (CIM),
512 pg/mL (2XCIM) e para o azdlico cetoconazol em 4 pg/mL (1/2CIM), 8 pg/mL (CIM),
16 pg/mL (2xCIM) sobre o crescimento micelial de 7. rubrum LM 305, os quais
apresentaram atividade inibitéria diferindo estatisticamente do controle (p<0,05).
Posteriormente, o efeito da droga-teste sobre a conidiogénese foi analisado, mostrando efeito
inibitdrio (p<0,05), destacando sua concentragdo de 512 pg/mL que foi semelhante a do
cetoconazol. Por fim, observou-se a atividade antifiingica sobre a germinaciao dos conidios
(p<0,05) e, mais uma vez, o linalol apresentou acdo inibitéria semelhante ao cetoconazol.
Com 1isso, pode-se concluir que o linalol € um agente antifungico com grande potencial
contra T. rubrum, um agente importante nas dermatofitoses.

Palavras-chave: Trichophyton rubrum, linalol, cetoconazol, antifingico.



ABSTRACT

LIMA, M. 1. O. Antifungal potentiation of linalool on clinical isolates of trichophyton
rubrum resistant to fluconazole 2017. f. Course Completion Work (Undergraduate Nursing) -

Federal University of Campina Grande, Cuité, 2017.

Trichophyton rubrum is responsible for high rates of dermatophytosis. This is a type of
fungal infection that affects keratinized tissues such as nails, skin and scalp. In this way, it is
necessary to search for studies with new therapeutic agents, with emphasis on natural
products such as terpenes. This study investigated the activities of linalool, an alcoholic
monoterpene with potential antifungal activity, against clinical isolates of 7. rubrum.
Initially, minimal inhibitory concentration (MIC) of linalool and ketoconazole were
determined by microdilution in RPMI 1640 medium. The action of linalool at concentrations
of 128 ug /mL (1 / 2MIC), 256 pg/ mL ), 512 pg / mL (2XMIC), and for azole ketoconazole
in4 pg/mL (1/2MIC), 8 ng/ mL (MIC), 16 pg/ mL (2xMIC) on the mycelial growth of T.
rubrum LM 305 , which presented inhibitory activity differing statistically from the control
(p <0.05). Subsequently, the effect of the test drug on conidiogenesis was analyzed, showing
inhibitory effect (p <0.05), highlighting its concentration of 512 pg / mL, which was similar
to that of ketoconazole. Finally, antifungal activity on conidia germination (p <0.05) was
observed, and once again, linalool presented a similar inhibitory action to ketoconazole.
Thus, it can be concluded that linalool is an antifungal agent with great potential against 7.

rubrum, an important agent in dermatophytosis.

Keywords: Trichophyton rubrum, linalool, ketoconazole, Antifungal.
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1 INTRODUCAO

Dermatofitose é um tipo de infeccdo cutanea produzida por dermatéfitos, um grupo
de fungos queratinofilicos que normalmente infectam tecidos queratinizados do corpo
humano, como unhas, pele e cabelo (BALTAZAR et al.,, 2013). Embora a diversidade
encontrada na frequéncia de espécies de dermat6fitos no Brasil seja evidenciada em diversos
trabalhos, registros epidemioldgicos apontam Trichophyton rubrum como um dos principais
agentes causadores de dermatofitoses em humanos em todo o mundo (HAVLICKOVA et al.,
2008; ACHTERMAN et al., 2012).

T. rubrum € um fungo antropofilico que recentemente se tornou o mais comum e
largamente distribuido dermatéfito que acomete o homem (SOARES et al., 2014). E um dos
dermatéfitos mais comumente isolados de micoses superficiais, com distribui¢do mundial,
sendo responsdvel por grande parte dos casos de dermatofitoses em humanos, com
reconhecida resisténcia a terapéutica local (HAVLICKOVA et al., 2008; SEEBACHER et
al., 2008).

Além das lesdes cutaneas, também € descrito a ocorréncia de processos infecciosos
mais profundos envolvendo 7. rubrum. Geralmente, individuos imunodeficientes, em uso
prolongado de corticosteroides, de quimioterapia e drogas imunossupressoras em
transplantados sao os mais acometidos (WU et al., 2013).

O tratamento das dermatofitoses tem sido motivo de muita preocupacdo em todo o
mundo, justificada principalmente pelo aumento no nimero de casos e aparecimento de
linhagens resistentes aos principais antifingicos utilizados na terap€utica. As dermatofitoses
causadas por 7. rubrum sdo de dificil tratamento, pois hd poucos nimeros de antifingicos
disponiveis clinicamente para controlar esta infeccio (BITENCOURT et al., 2013). Além
disso, a eficdcia terapéutica pode ser prejudicada porque geralmente as infec¢des sao
associadas com elevada recidiva. Especificamente, T. rubrum tem desenvolvido fendmenos
de resisténcia aos principais agentes antiftingicos (PERES et al., 2010; DEISING et al.,
2008).

Ainda nesse aspecto, T. rubrum é conhecido por representar quase 70% de todas as
infeccOes dermatdfitas e a incidéncia das infecgdes ocasionadas por esta espécie ndo se
modificou nas ultimas décadas, apesar da eficdcia de muitos antifungicos inseridos no

mercado (GHELARDI et al., 2014).
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Com relagdo a populacdo mundial, as dermatofitoses afetam cerca de 25%, e estima-
se que uma parcela de 10 a 15% pode ser infectada no decorrer da sua vida. Estudos indicam
que conforme o avango da idade, a doenga torna-se mais incidente e 30 a 70% dos individuos
adultos podem ser portadores assintomdticos (CORDEIRO, 2015). A mesma autora ainda
relata que no Brasil, ha diferentes distribui¢cdes dos dermatéfitos conforme a regido.

Ainda menciona que em Sao Paulo, a incidéncia de dermatofitoses em um hospital
publico local, constatou um total de 32,7% dos casos clinicos, em estes apresentavam
resultados positivos para tais fungos. No estado de Santa Catarina, pesquisadores verificaram
que a espécie T. mentagrophytes correspondia ao agente etioldgico encontrado em 52% dos
casos de dermatofitoses, seguida de 7. rubrum (17%). Outra anélise, na regido centro-oeste,
mostrou que de 445 isolados de dermatéfitos, 49,4% correspondiam a 7. rubrum, 30,8%.

Desta forma, o cuidado de pessoas com dermatofitoses representa um grande desafio,
principalmente para os enfermeiros que lidam diretamente com a higiene corporal e
realizacdo de curativos, é constante encontrar pacientes com este tipo de problema, sobretudo
em unhas e nas regides interdigitais.

Pesquisas relatam que as dermatofitoses sdo comuns em pacientes diabéticos,
imunodeprimidos e que fazem uso de corticoides (ALQUINO et al., 2007). Ademas apontam
resisténcia desse problema.

Assim, a educac@o em saude para os pacientes de como proceder ao tratamento, a
persisténcia na aplicagdo do produto pelo tempo determinado e protecio da &drea para
prevencdo de novos traumas devem estar aliados ao uso de substancias eficazes.

Com isso, € notdvel pesquisas em busca de novos agentes virem intensificando-se
continuamente. Neste contexto, muitos estudos de atividade antifingica tém sido realizados
com produtos naturais, a exemplo de terpenos. Estes sdo compostos presentes em O6leos
essenciais de uma ampla variedade de plantas aromdticas. Dentre eles, os monoterpenos se
destacam por serem dotados de uma grande diversidade estrutural e potencial antimicrobiano
(BAKKALI et al., 2008).

Neste estudo, foi investigada a atividade antifingica do monoterpeno linalol, um
constituinte classificado como monoterpenos, frente a cepas de 7. rubrum resistentes a
fluconazol. Poucas informacgdes a respeito dos efeitos inibitérios de linalol sobre os conidios
e crescimento micelial da espécie em questdo ainda existem na literatura. Fatores relevantes

como esses que em conjunto, nos impulsionam para a realizacdo deste projeto de pesquisa.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antiftingica in vitro de linalol frente a cepas de Trichophyton

rubrum.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a concentra¢do inibitéria minima de linalol e cetoconazol (controle
positivo).
e Avaliar o efeito das drogas-teste sobre a conidiogénese, germinacdo de conidios e

crescimento micelial das cepas ensaiadas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 DERMATOFITOSES E Trichophyton rubrum

Os fungos abrangem grupo de micro-organismo heterotréficos, que vivem em
associacdo com outros micro-organismos, apresentando atuacdes como saprobrios, parasitas
e com menor frequéncia, como simbiontes (OLIVEIRA et al., 2011). Sao seres estudados
como agentes que causam doencgas tanto em humanos, animais e plantas, bem quanto na
industria de alimentos e medicamentos como contaminantes ou produtores de substincias
toxicas (ENGELKIRK; DUBEN-ENGELKIRK, 2012). As dermatofitoses em seres
humanos sdo causadas por vdrias espécies de fungos dermatéfitos pertencentes aos géneros
Trichophyton, Microsporum ou Epidermophyton (ANJU, 2015).

Dermatéfito tem a denominagdo concedida ao grupo de fungos filamentosos que
apresentam caracteristicas taxonOmicas, fisioldgicas, morfoldgicas e de antigenicidades
semelhantes. Apresenta capacidade de colonizar tecidos queratinizados como unhas, pelos e
estrato corneo, esses micro-organismos sao os agentes causadores das micoses superficiais
conhecidas como dermatofitoses (CARDEIRO, 2015).

Essas sdo infecgdes cutaneas causadas por fungos queratinofilicos, que estdo
distribuidos entre os géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Desta forma,
as dermatofitoses tornou-se um tipo de infeccdo comum na populacio humana,
particularmente em individuos i1dosos, diabéticos ou imunocomprometidos (GHELARDI et

al., 2014; CORDEIRO, 2015).

De acordo com o habitat primario e afinidade por hospedeiros, os dermatdéfitos
podem ser classificados em trés grupos: geofilicos, zoofilicos e antropofilicos. Desta forma,
as manifestagOes clinicas das dermatofitoses sdo relacionadas tanto aos agentes etiolégicos
quanto ao hospedeiro. Assim, os dermatéfitos zoofilicos normalmente acometem infecgcoes
em animais ou associam a estes, mas que ocasionalmente infectam seres humanos. Os
dermatéfitos geofilicos s@o associados principalmente a materiais queratinosos como pelos,
penas, cascos e chifres. Por sua vez, as infecgdes ocasionadas pelos dermatofitos
antropofilicos se relacionam a seres humanos e raramente infectam outros animais, causando

respostas inflamatérias bem menores no hospedeiro do que aquelas causadas pelos dois
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outros grupos de fungos. (DAMAZIO, 2006; MARTINEZ-ROSSI et al.,2008; LOPES,
2016).

Portanto, as dermatofitoses podem ser transmitidas através do contato direto com
animais e homens ou pelo contato indireto através de fomites contaminados. Os aspectos
clinicos apresentam-se de forma bastante variada, que depende da espécie do fungo, sitio
anatdmico do local da infeccdo e resposta inflamatoéria ao hospedeiro (LOPES, 2016).

Trichophyton rubrum é um fungo antropofilico que recentemente se tornou o mais
comum e largamente distribuido dermatéfito que acomete o homem. Do ponto de vista
morfolégico, T. rubrum é um fungo com uma taxa de crescimento lenta, tornando-se
completamente maduro em torno de 14 dias. Suas colOnias sdo macias, brancas, algumas
vezes tornam-se roseadas no decorrer do seu envelhecimento, o reverso da colonia pode se
encontrar corado de vermelho ou amarelo (Fig.1). Possui escassos macroconidios, de
tamanho varidvel e forma de charuto. Suas hifas sdo hialinas, septadas com microconidios
em forma de gota, com aproximadamente 2-3 por 3-5 pum, dispostos ao longo das hifas

(GRASER et al, 2000).

Figura 1- Macromorfologia de Trichophyton rubrum cultivados em 4gar batata dextrose.

A B

-
J

| -

Fonte: Lima (2016).

A: Coldnias macias e brancas no verso. B: coloracdo amarelada no reverso da cepa.
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7z

A patogenia das dermatofitoses € iniciada pela inoculacdo de conidios ou
artroconidios. Sendo assim, a infeccdo da pele € estabelecida por meio do contato entre
artroconidios e estrato cérneo. A adesdo de fungos a células hospedeiras é mediada por
adesinas fungicas e suas interagdes com hospedeiros (BALDO et al., 2011).

Neste sentido, os dermatéfitos sdo fornecidos com um arsenal de proteases visando a
digestdao da rede de queratina em oligopéptidos assimildveis ou aminodcidos (TAINWALA;
SHARMA, 2011). Desse modo, os dermatéfitos iniciam o processo de adesdo quando se
fixam a superficie do tecido queratinizado, atingindo a epiderme através da germinacdo de
conidios, consequentemente, as hifas entram no estrato cérneo. H4 uma dependéncia do
tempo para aumentar o nimero de conidios aderentes (WALAILAK; TECH 2015).

Portanto, as formacdes dos conidios ocorrem a partir de hifas fragmentadas (Fig. 2)
que se expandem para formacdo de um novo material, ou, quando formam conidios dentro de
uma hifa e ha sintese de material novo (McLAUGHLIN; SPATAFORA, 2013). No entanto,
os conidios de T. rubrum sdo considerados uma das maneiras de estabelecer a dermatofitose
tanto em seres humanos quanto em animais. Eles aderem nos tecidos queratinizados onde ird
ocorrer o processo da germinagdo, consequentemente, a invasdo do estrato cérneo. Desse

modo, as hifas podem crescer em multiplas dire¢des e formar o micélio (ANJU, et al, 2015).

Figura 2- Morfologia de Trichophyton rubrum (aumento 400x).

Fonte: Oliveira (2014)
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Esses fungos ao ocasionar doencas em seres humanos, eles precisam alcangar o
hospedeiro, aderir a tecidos especificos, resistir aos mecanismos do sistema imune e
proliferar a uma dada extensdo do tecido, onde a doenca é revelada clinicamente (ODDS,
2000).

Sabendo que o principal agente causador das dermatofitoses nos paises desenvolvidos
€ T. rubrum, em particular, representam a maior parte das dermatofitoses superficiais, como
a Tinea pedis e a Tinea unguium (onicomicose). A predominancia da espécie antropofilica na
etiologia das infeccdes filingicas superficiais € relacionado ao aumento da mobilidade
populacional, da migracdo e do turismo, bem como da diversidade de atividades e hébitos
sociais (HRYNCEWICZ-GWOZ’'DZ et al., 2013; MARTINEZ et al., 2012).

Tinea unguium € identificada como onicomicoses causada por dermatdéfitos na unha
(Fig.3). A onicomicose aparece como branco exterior (cavidades fora da unha) e subungueais
(infeccdo abaixo da placa ungueal), normalmente se fixam a ponta da unha do pé e se

espalham pela matriz das unhas (SALMON; FULLER, 2013; SHARMA, et al., 2015).

Figura 3- Tinea unguium causada por Trichophyton rubrum.

Fonte: Salmon e Fuller (2013).

Tinea pedis € uma infec¢do muito observada deste o inicio da adolescéncia até a fase
adulta, afetando tanto as solas dos pés quanto os espacos interdigitais (Fig. 4). As
manifestagdes apresentadas no decorrer do processo infeccioso sdo o prurido e o

derramamento de escamas de pele, que se apresenta inchada e rachada. H4 predominéncia



21

da dor e inflamacao, que se diferencia como a formacao de vesiculas e pustulas (SALMON;

FULLER, 2013; SHARMA, et al., 2015).

Figura 4- Tinea pedis causada por Trichophyton rubrum.

Fonte: Salmon e Fuller (2013).

Ja a Tinea capitis ocorre predominantemente em criancas. A infecc¢do € iniciada pela
invasdo do foliculo piloso e da pele circulante. Nesta lesdo, os cabelos, proximos da drea da
pele apresentam-se quebradicos, e nas dreas tonsuradas pode conter ainda fragmentos de
cabelos fixos, como pode ser visualizado na figura 5 (SALMON; FULLER, 2015; LOPES,
20016).

Figura 5- Tinea capitis causada por Trichophyton rubrum.

Fonte: Salmon e Fuller (2013).



22

Registros epidemioldgicos relatam que 7. rubrum é um dos dermatéfitos mais
comumente isolados de micoses superficiais em humanos. Trabalhos desenvolvidos por
pesquisadores da América do Sul e do Norte, além das regides Norte e Central da Europa
colocam este micro-organismo como sendo um dos mais comumente isolado em casos de
dermatofitoses nessas regides e com reconhecida resisténcia a terapéutica local
(HERNANDEZ-SALAZAR et al., 2007; HAVLICKOVA et al., 2008; SEEBACHER et al.,

2008).

3.2 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Os antimicrobianos sdo farmacos que apresentam propriedade de suprir o crescimento
do patdgeno ou destrui-los e cuja utilizagdo na prética clinica modificou o curso natural,
melhorando o prognéstico das doengas infecciosas. Estes farmacos podem ser utilizados de
forma profilatica e terap€utica, porém seu emprego crescente e indiscriminado tem se
tornado um fator para o aumento das cepas microbianas resistentes (CARNEIRO, et al.,
2011).

Deste modo, uma escolha adequada e satisfatéria do tratamento das dermatofitoses €
necessdria a determinacdo do sitio e extensdo da infeccdo, da espécie envolvida, tdo bem
quanto pela eficdcia, seguranca e biodisponibilidade dos farmacos, podendo ser tratadas
topicamente, sistemicamente ou associando-se ambas as formas de tratamento (GUPTA;
COOQPER, 2008).

Na maioria das vezes, o tratamento das dermatofitoses é avaliado inicialmente pela
resposta imune apresentada pelo hospedeiro. A infeccdo € iniciada quando o dermatdéfito
ultrapassa os mecanismos de defesa do organismo ou evita suas respostas imunoldgicas.
Portanto, faz- se necessdrio a utilizacao de drogas fungicidas ou fungistiticas que atuem no
agente infeccioso evitando futuros danos ao hospedeiro (LOPES, 2016).

Desta forma, os farmacos com propriedades queratindfila e lipofilica, quando
administrado em doses mais elevadas, terdo efeito reservatorio e conduzird a uma melhor
depuracao micologica (SHOO; MAHAJAN, 2016).

Existem duas classes principais de agentes antiflingicos para o tratamento de
dermatofitoses: os azdis e as alilaminas, juntamente com griseofulvina, ciclopirox e tolnaftato.
Esses estdo disponiveis nas formas oral e topica. A classe azol de antiftingicos incluem

imidazdis tais como bifonazol, clotrimazol, econazol, cetoconazol, luliconazol, miconazol,
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sertaconazol e tioconazol, e triazois tais como fluconazol, isavuconazol, itraconazol,
posaconazol, ravuconazol, voriconazol, luliconazol e lanoconazol. J4 os antiftingicos
Alilamina, por sua vez, incluem amorolfina, butenafina, naftifina e terbinafina
(GHANNOUM, 2016).

Destes, destacam-se na utilizacdo clinica para o tratamento das dermatofitoses o grupo
dos compostos azdlicos o que possui maior aplicabilidade clinica. Os azdlicos de maior
aplicabilidade compreendem os farmacos imidazélicos como o cetoconazol e drogas da classe
dos triazdlicos a exemplo do itraconazol e fluconazol (GUPTA; COOPER, 2008).

O cetoconazol e outros compostos azélicos eles tem a capacidade de causar efeitos
colaterais devido a sua agdo sobre vias enzimdticas que metabolizam esteroides no
hospedeiro. Ao fazer uso de terapias prolongadas com azodis, alguns efeitos colaterais podem
ser ocasionados a exemplo da diminuicdo na sintese de testosterona ou glicocorticoides e
hepatotoxicidade. Diante deste aspecto, € preciso ter precaugdes no seu uso sist€émico em
longo prazo no tratamento de micoses extensas ou de dificil tratamento como as
onicomicoses. Este antifingico possui como apresentagdo em comprimidos de 200 mg, e sua
administracao € realizada por via oral (FERREIRA, et al., 2013; VANDEPUTTE et al., 2012).

Com relagdo ao fluconazol (Fig.6) que € um antifingico triazdlico, apresenta atuacao na
inibicdo da sintese de esteroide fingico e praticamente ndo modifica a sintese de ergosterol
dos mamiferos, sendo, portanto, considerado menos téxico e melhor absorvido que os outros
azois. Atualmente este antifungico vem sendo utilizado rotineiramente por pacientes humanos
que apresentam micoses superficiais e sistémicas. Deste modo, o antiftingico expode elevado
mecanismo de resisténcias as cepas fungicas, principalmente em individuos
imunossuprimidos (NOBRE et al., 2002; NETT; ANDES, 2016).

Ele demonstra alta biodisponibilidade, aproximadamente 90%, e sua absor¢do nio é
afetada pela acidez ou alimento. Atualmente, existem 2 formulagdes orais, comprimido e p6
para suspensao, € uma solucao intravenosa. As dosagens recomendadas ndo sio afetadas pela
via de administracdo. A apresentacdo deste antifiingico € expresso em comprimidos com 50,
100 e 150 mg, e sua administracdo ocorre por via oral (NOBRE et al., 2002; FERREIRA et
al., 2013; NETT; ANDES, 2016).

Itraconazol (Fig. 6) € um derivado triazdlico sintético, que apresenta ampla acdo nas
micoses superficiais e sist€émicas. O antifingico tem como apresentacao cdpsula de 100 mg, e

sua administracao ocorre por via oral. Esta apresenta biodisponibilidade superior, pr6xima de
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7z

80% e a absorcdo de itraconazol ndo € afetado pela acidez géstrica ou pela ingestdo de

alimentos (FFERREIRA et al., 2013; NETT; ANDES, 2016).

Figura 6- Estrutura quimica dos triazélicos.

Fonte: Vandeputte et al., 2012.

A Estrutura do fluconazol. B: Estrutura do itraconazol.

A eficicia no tratamento com antifingicos pode ser prejudicada porque as
dermatofitoses ocasionadas por 7. rubrum geralmente sdo associadas com elevada recidiva e
resisténcia as drogas. Assim como outros micro-organismos, as c€lulas fungicas possuem
uma grande habilidade de desenvolver resisténcia a compostos toxicos (MICELI et al., 2011;
PERES et al., 2010). Especificamente, 7. rubrum tem desenvolvido fendmenos de resisténcia
aos principais agentes antiftingicos.

Diante disto, o tratamento das dermatofitoses tem sido motivo de muita preocupagao
em todo o mundo, justificada principalmente pelo aumento no ndmero de casos e
aparecimentos de linhagens resistentes aos principais antifingicos utilizados na terapéutica
(BAKKALI et al., 2008; ANJU, 2015).

No entanto, o homem tornou-se o principal responsdvel pelo aparecimento de micro-
organismos resistentes, isto, devido as atitudes incoerentes, falta de informacdes e até mesmo
o uso irracional de antimicrobianos (FIOL et al., 2010).

O arsenal de drogas antifiingicas em uso clinico pode estar relacionado ao nimero
limitado de farmacos derivados de cinco classes antifungicas disponiveis. Alguns destes
farmacos apresentam toxicidade e desenvolvimento de mecanismo de resisténcia, devido ao
tratamento intensivo com drogas antiftingicas. Portanto, hd uma necessidade clara e urgente

de novos compostos alternativos para terapia antifingica (SVETAZ et al., 2010).
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Os produtos naturais, designados por metabdlitos secundarios sdo uma fonte essencial
e respeitdvel de farmacos originados da flora e da fauna. Contemporaneamente, muitos
destes metabolitos secunddrios sdo importantissimos para a produgdo de numerosos
medicamentos, coadjuvando novas estratégias com produtos quimicos medicinais e naturais
para a descoberta de medicamentos inovadores (DAVID et al., 2015; MIKHAILOV et al.,
2016).

Desse modo, os medicamentos a base de plantas apresentam bioatividades e sao
benéficos para a saide humana, tendo em vista que sao derivados da mais biodiversidade da
terra. Esses produtos naturais encontrados em plantas medicinais podem atenuar
eficientemente os efeitos colaterais de doencas graves, por exemplo, e aliviar os efeitos da
onco-quimioterapia ou da radioterapia (DAVID et al., 2015).

Sendo assim, as plantas sdo fontes importantes de moléculas biologicamente ativas
que podem ser utilizadas como modelo para a sintese e obten¢do de novos farmacos. Na drea
de agentes antimicrobianos, € notdvel o nimero de drogas derivadas de produtos naturais
para uso clinico ou como agente saneante de ambientes (BRAZ FILHO, 2010; NEWMAN;
CRAGG, 2007).

Portanto, o estudo e a descoberta de produtos naturais que apresentam como principio
ativo  atividade  antimicrobiana intrinseca ou combinada a exemplo dos
antibidticos/antifungicos de uso comum podem apresentar mecanismos inovadores diante dos
produtos sintéticos, torna-os menos estivel ao mecanismo de resisténcia. Dessa forma,
inddstrias farmacéuticas poderdo intervir cada vez mais na produ¢do, como também no uso de
fitoterdpicos com adjuvantes para o tratamento contra agentes infecciosos ou outras doencas
(COUTINHO, 2008).

Sabendo que os produtos naturais sdo oriundos das plantas e apresentam atividades
antifingicas, podem-se destacar os 6leos essenciais e seus componentes. Os 6leos essenciais
sd0 compostos aromdticos, volateis e hidrofébicos. Sdo obtidos a partir de vdrias partes de
plantas, tais como flores, brotos, sementes, folhas, galhos, cascas, madeiras, frutos e raizes.
Os principais componentes dos Oleos essenciais sdo mono e sesquiterpenos, incluindo
carboidratos, fendis, dlcoois, éteres, aldeidos e cetonas responsaveis pela atividade bioldgica,
bem como para a sua fragrancia (TABASSUM; VIDYASAGAR et al., 2013).

E dentro desse contexto que muitos estudos de atividade antifiingica tém sido realizados
com produtos naturais, a exemplo de terpenos. Estes sdo compostos presentes em O6leos

essenciais de uma ampla variedade de plantas aromdticas. Dentre eles, os monoterpenos se
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destacam por serem dotados de uma grande diversidade estrutural e potencial antimicrobiano
(BAKKALI et al., 2008; GUPTA; COOPER, 2008). Entre os terpenos, 0s compostos ) € 0
classificados como monoterpenos sio os mais representativos, geralmente encontrados na
maioria dos 6leos essenciais e dotados de uma grande diversidade estrutural (SIMOES;
SPITZER, 2007; BAKKALI et al., 2008).

Algumas atividades bioldgicas sdo descritas para drogas do tipo terpenos, entre elas
podem-se destacar a atividade sobre o sistema nervoso central, antibacteriano, antiftingico,
repelente, inseticida, antineopldsica, antioxidante e larvicida (PADUCH et al., 2007;
BAKKALI et al., 2008).

Neste estudo, foi utilizado o linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol) visto na Figura 7, um
constituinte classificado como monoterpeno, formado pela unido de duas unidades de
isopreno (Cjp). Apresenta aroma floral que € normalmente encontrado como um componente
volatil primdria dos Oleos essenciais de vdrias plantas aromadticas, incluindo lavanda
(Lavandula angustifolia), bergamota (Citrus bergamia manjericdo (Ocimum basilicum L.).
Além disso, o linalol é um ingrediente comum na fragrancia que € usada nos produtos de
higiene e agentes de limpeza, sendo amplamente usado como um ingrediente de perfumaria,
além de outras propriedades, incluindo anti-inflamatério, anti-nociceptiva, e anticonvulsivo,
inibidor reversivel da acetilcolinesterase, repelente de insetos, como também na utilizacdo
cicatrizacdo de feridas (HS et al., 2013; SOKOVIC et al., 2012; BAIER et al., 2014).

Ainda neste sentido, algumas atividades bioldgicas sdo descritas para o linalol, entre
elas podem-se destacar a atividade antibacteriana (KLEIN et al., 2014), propriedades
ansioliticas e de melhoria na socializacdo e comportamento agressivo de camundongos
(LINCK et al.,, 2010; CLINE et al., 2008), atividade anticolesterolémica por reduzir a
expressao de 3-hidroxi-3-metilglutarilCoA redutase (CHO et al.,, 2011) e atividade
anticonvulsivante (SOUSA et al., 2010).



Figura 7- Estrutura quimica do linalol

OH

Fonte: Elsharif et al., 2015.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE TRABALHO
O trabalho foi realizado no Laboratério de Bioquimica e no Laboratério de
Microbiologia, ambos da Unidade Académica de Satde do Centro de Educac¢ado e Saude, da

Universidade Federal de Campina Grande, Campus Cuité-PB.

4.2 DROGAS-TESTE

Linalol e cetoconazol foram adquiridos da Sigma—Aldrich®' As solugdes foram
preparadas no momento de execucdo dos testes, dissolvendo-os primeiramente em 100 uL
dimetilsulfé6xido (DMSO) a 100% e utilizando dgua destilada esterilizada em quantidade
suficiente para obter a concentracdo inicial de 1024 pg/mL. A partir desta concentragao,
foram feitas dilui¢Oes seriadas em razdo de dois até alcancar a concentracdo de 1 pg/mL

utilizando o préprio meio RPMI 1640.

4.3 CEPA FUNGICA

Para os ensaios de atividade antifungica, foram selecionadas cepas de 7. rubrum obtidas
da colecdo do Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da
Universidade Federal da Paraiba. Estas cepas foram originadas de amostras bioldgicas de
diversos sitios anatdmicos, codificadas como: T. rubrum LM 62 (isolada de unhas), T. rubrum
LM 148 (isolada de couro cabeludo), T. rubrum LM 341 (isolada de couro cabeludo), T.
rubum LM 498 (isolada de pele) e T. rubrum LM 305 (isolada de pele), sendo esta aduzida no
estudo. O perfil de sensibilidade das cepas foi estabelecido (dados ndo mostrados), onde todas
apresentam resisténcia a fluconazol e 5-fluorocitosina (LIMA et al., 2017 — Anexo I). Todas
as cepas foram mantidas em tubos de ensaio contendo 4gar batata dextrose inclinado sobre

refrigeragcdo (8°C), no Laboratdrio de Bioquimica do CES (UFCG).

4.4 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura que foram utilizados sdo os meios sélidos dgar Sabouraud dextrose

(ASD) e 4gar batata dextrose (ABD), os quais foram solubilizados com &dgua destilada e
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esterilizados em autoclave, a 121°C por 15 minutos, conforme normas do fabricante
(Difco®). O meio liquido RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato também foram

utilizados e preparados de acordo o documento M38-A do CLSI (2002).

4.5 INOCULO

Para induzir a formacdo de conidios, as cepas flngicas foram cultivadas em ABD a
28°C por 7 dias. As recentes colonias fungicas foram cobertas com solucdo salina estéril
(NaCl 0,9 %), e as suspensdes feitas por suaves agitacdes com auxilio de uma pipeta de
transferéncia. A mistura resultante de conidios e fragmentos de hifas foi transferida para
tubos de ensaio esterilizados. Apos agitacdo de 15 segundos, cada suspensdo foi deixada em
repouso por 3-5 minutos e o sobrenadante foi recolhido em tubos de ensaio estéreis. As
densidades das suspensdes de cada cepa foram ajustadas em espectrofotdmetro a 520 nm
para um valor de 70-72% de transmitincia, a qual corresponde a um in6culo de
aproximadamente 0,5 — 5 x 10° unidades formadoras de coldnias em 1 mL (UFC/mL) (CLSI,

2002; SANTOS et al., 2006).

4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

A determinacdo da CIM das drogas-teste foi realizada pela técnica de microdilui¢do,
utilizando placas de microtitulagdo contendo 96 cavidades com fundo chato (CLSI, 2002;
SANTOS, 2006). Em cada linha da placa, foram adicionados 100 pL das drogas-teste
duplamente concentradas diluidas em RPMI 1640. Em cada cavidade da placa, foram
adicionados 100 pL do in6culo previamente preparado, diluido em RPMI 1640 na propor¢ao
1:50. Um controle fingico foi realizado substituindo as drogas-teste por solucdo salina
esterilizada (controle de crescimento). Um controle de esterilidade também foi realizado,
colocando-se apenas o meio de cultura, sem o indculo. Para verificar a auséncia de
interferéncia nos resultados pelo DMSO utilizado na preparagao das solucdes, foi feito um
controle com DMSO na concentracdo usada para a solubilizacdo das drogas acrescido do
in6culo e do meio de cultura. As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias para
a realizagdo da leitura. Os valores de CIM foram determinados pela andlise visual da inibicao

do crescimento em cada cavidade. A CIM ¢ definida como a menor concentracdo das drogas
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(produto natural ou droga-padrdo) capaz de inibir 100% o crescimento fingico observado
nas cavidades. Critérios foram estipulados para categorizar o poder antimicrobiano dos 6leos
essenciais com base em valores de CIM. Drogas com uma CIM 500 mg / mL sdo
consideradas como tendo uma forte atividade antimicrobiana, uma CIM entre 500 mg / mL e
1500 mg / mL mostra atividade moderada e um CIM > 1500 mg / mL € considerado como

tendo atividade fraca (SANTOS; HAMDAN, 2005; SARTORATTO, et al, 2004).

4.7 EFEITOS SOBRE O CRESCIMENTO MICELIAL

A andlise da interferéncia das drogas-teste sobre o crescimento micelial foi realizada
pela medi¢do do crescimento micelial radial em meio sélido. Para isto, inicialmente foram
preparadas placas de Petri com 10 mL de ASD acrescido das drogas-teste nas concentracoes
128 pg/mL (1/2CIM), 256 ug/mL (CIM), 512 pg/mL (2XCIM) e 4 ug/mL (1/2CIM), 8
pg/mL (CIM), 16 pg/mL (2XCIM), para o linalol e cetoconazol, respectivamente. Em
seguida, um fragmento de aproximadamente 5 mm do micélio das cepas flingicas recém
cultivadas foram colocadas no centro da placa contendo o ASD. Um controle negativo foi
também realizado na auséncia de qualquer droga. Todo o sistema foi incubado a 28°C por
um tempo total de 7 dias, quando a cada dia o crescimento micelial radial foi registrado

(KHAN; AHMAD, 2010).

4.8 EFEITOS SOBRE A CONIDIOGENESE

Os efeitos das drogas-teste sobre a producdo de conidios pelas cepas fungicas foram
analisados apds cultivo das cepas em ASD na auséncia e presenga de diferentes
concentracdes das drogas- teste de linalol 128 pug/mL (1/2CIM), 256 pug/mL (CIM), 512
ug/mL (2XCIM) e cetoconazol 4 pg/mL (1/2CIM), 8 ug/mL (CIM), 16 pg/mL (2xCIM),
conforme Tzortzakis e Economakis (2007). Em tubos de ensaio, foram vertidos 10 mL de
ASD fundido e ajustado na temperatura de 35°C em banho-maria. Em seguida, foi
adicionada a droga com o objetivo de alcancar diferentes concentracdes. Um experimento
controle sem adicdo dos produtos ao ASD fundido também foi realizado. Os fungos foram
cultivados na superficie do meio e as placas incubadas a 28°C por 7 dias. Apds periodo de
incubacgdo, os conidios foram coletados adicionando 5 mL de solugdo salina estéril sobre a

superficie das coldnias fuingicas, e apds suaves agitagcdes com auxilio de uma pipeta de



31

transferéncia. O indculo foi analisado em um hemocitémetro para contagem do nimero de

conidios em cada grupo testado.

4.9 EFEITOS SOBRE A GERMINACAO DOS CONIDIOS

Em tubos de ensaio estéreis, 500 uL do CSD acrescido das drogas-teste em diversas
concentracgdes para o linalol 128 pg/mL (1/2CIM), 256 pg/mL (CIM), 512 pg/mL (2XCIM)
e o cetoconazol 4 ug/mL (1/2CIM), 8 pg/mL (CIM), 16 pg/mL (2xCIM), foram
homogeneamente misturadas com 500 uL da suspensio dos conidios fingicos e
imediatamente incubados a temperatura de 28°C. Amostras dessa mistura foram tomadas
apos 24h para andlise. O numero de conidios germinados e ndo germinados foi determinado
em cada grupo experimental, utilizando um hemocitometro. O percentual de conidios
germinados foi calculado para cada grupo experimental. Um controle com auséncia das

drogas-teste foi utilizado (PEREIRA et al., 2011).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores de CIM serdo expressos pela
média geométrica. Os resultados dos ensaios que avaliaram os efeitos das drogas-teste sobre
o crescimento micelial, a conidiogénese e a germinagdo dos conidios foram expressos como
média + desvio padrdao (DP). A avaliacdo estatistica destes resultados foi feita empregando-

se o teste t ndo pareado para determinar diferencas significantes, quando um valor de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram realizados os testes para determinar a CIM do linalol e cetoconazol
frente as cepas de T. rubrum, e seus valores encontram-se expressos na tabela 1. Como
resultados obtidos, nota-se que o linalol foi capaz de inibir o crescimento fungico frente as
cepas T. rubrum LM 62, LM 148, LM 305 e LM 341 na concentracdo 256 pg/mL, e para a
cepa LM 498 na concentragdo 512 pg/mL, enquanto que o cetoconazol frente as cepas T.
rubrum LM 62 e LM 305 inibiu na concentraciao 8 ug/mL, e para as cepas LM 148, LM 341
e LM 498 a inibi¢do ocorreu na concentragdo 4 pg/mL . Deste modo, a droga em estudo
comprova o potencial de inibi¢do sobre a cepa analisada.

Ainda, para confirmar a viabilidade do teste, foram realizados testes controles, onde foi
possivel atestar, em primeiro momento, o crescimento dos fungos na auséncia da droga, onde
o crescimento fingico foi detectado quando todas as cepas que foram cultivadas na auséncia
de drogas, confirmando a viabilidade do indculo. Em seguida, foi observado o ndo
crescimento dos fungos quando utilizado apenas o meio de cultura sem a presenca do
in6culo, evidenciando a esterilidade do meio de cultura e, por fim, a ndo interferéncia do

crescimento do fungo nas concentracdes testadas, quando foi utilizado o DMSO.

Tabela 1- Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) de linalol e cetoconazol sobre
cepas de Trichophyton rubrum.

CIM (ug/mL)*
Cepas
Linalol Cetoconazol
LM 62 256 8
LM 148 256 4
LM 305 256 8
LM 341 256 4
LM 498 512 4

*Média geométrica de tré€s experimentos.
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A literatura mostra uma grande disponibilidade de linalol em Odleos essenciais de
vérias espécies de plantas, como em manjericdo (Ocimum basilicum L.). Carvalho Filho et
al. (2006) afirmam que o 6leo essencial de manjericao, com alta concentracdo de linalol, é
valorizado no mercado internacional e amplamente usado na inddstria de condimentos e
cosméticos. A propriedade do 6leo O. basilicum L. é conhecida pela sua cicatrizacdo de
feridas, e, portanto, € usado no tratamento de infec¢des fingicas (SOKOVIC et al., 2012).
Segundo Raniinz (2004), o linalol tem sido amplamente usado como compostos de partida
para vdrias sinteses importantes como a do acetato de linalila, e testado com acaricida,
bactericida e fungicida. O mesmo terpeno apresentou também uma atividade inibitdria contra
as espécies de Candida, interrompendo a biossintese de ergosterol e a integridade da
membrana dos fungos, bem como a inibi¢do da extragdo de H+ (KHAN; AHMAD, 2010).

Linalol demonstrou atividade antifungica sobre Candida albicans, agindo diretamente
na parede fingica e impedindo seu desenvolvimento (HSU et al., 2013). Ainda, mostrou
igualmente frente a cepas de C. krusei, alterando a parede celular e outras estruturas celulares
dessa levedura (TABASSUM; VIDYASAGAR, 2013). Embora seja relatada a atividade
antifingica de linalol na literatura, ndo ha relatos sobre o seu poder inibitério sobre 7.
rubum.

Ap6s determinacdo da CIM, foram realizados testes para averiguar a interferéncia de
linalol e cetoconazol sobre o crescimento micelial, formacao e germinacdo de conidios de 7.
rubrum LM 305. Para analisar seus efeitos sobre o crescimento micelial realizou-se o ensaio
de crescimento micelial radial. No dltimo dia de andlise (sétimo dia), pdde-se perceber que
linalol inibiu o crescimento micelial na concentracdo 2xCIM (512 pg/mL) quando
comparado ao controle (p<0,05), conforme Figura 8. Da mesma forma, todas as
concentragdes de cetoconazol também inibiram o crescimento micelial (p<0,05), inclusive de

forma mais forte que o linalol quando se compararam suas respectivas concentracoes.
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Figura 8- Crescimento radial do micélio Trichophyton rubrum LM 305 na presenga e
auséncia de linalol e cetoconazol.
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Apo6s analisar os efeitos sobre o crescimento micelial, jugou-se necessdrio avaliar a
interferéncia de linalol e cetoconazol sobre a conidiogénese e germinagdo de conidios de T.
rurum LM 305. Foi perceptivel que tanto o linalol quanto o cetoconazol inibiram a formagao
de conidios em todas as concentracdes testadas quando comparadas ao controle (p<0,05),

conforme a figura 9.



35

Figura 9- Efeitos de linalol e cetoconazol sobre a conidiogénese de Trichophyton rubrum
LM 305.
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E importante mencionar que o micélio é caracterizado como um conjunto de células
que formam hifas septadas ou um segmento do micélio. Deste modo, para que ocorra o
crescimento flingico é necessdrio o transporte e assimilacdo de nutrientes, que em seguida
ocorrerd a divisdo celular e consequentemente aumento da biomassa fiingica (WALKER;
WHITE, 2005).

Aderéncia de dermatofitos aos tecidos do hospedeiro, seguidos de germinagdo dos
conidios e crescimento fliingico sdo passos importantes no estabelecimento das maiorias das
infeccdes e um pré-requisito para dermatofitoses. As camadas mais profundas da epiderme
sdo penetradas por hifas que produzem e se ramificam, se estabelecendo paralelamente as
camadas celulares. Desta forma, as hifas fungicas que invadirem as estruturas queratinizadas
revelam clinicamente o processo infeccioso (BRAND, 2011; BALDO et al., 2011).

Os conidios fingicos sdo propagulos assexuados formados de diversas maneiras a
partir de hifas conidiogénicas. Durante a germinacdo dos conidios, eles apresentam um
crescimento isotropico com posterior crescimento celular polarizado, originando hifas
fungicas posterior ao inchagco (MICHAEL et al, 1996; GRIMM et al., 2005). T. rubrum
produz numerosos conidios assexuados os quais sdo considerados a causa primdria das

infeccdes no hospedeiro. Ao penetrar na pele com auxilio de uma 4rea escoriada, os conidios
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podem germinar e se desenvolver até formar o micélio, causando danos aos tecidos (BALDO

etal., 2011; ACTHERMAN; WHITE, 2012).

Segundo Anju et al. (2015), conidios em 7. rubrum sao considerados o principal meio
de estabelecimento de dermatofitose em humanos e animais. Atualmente o tratamento tem
sido motivo de preocupacdo, justificado pela dificuldade de tratamento devido ao
aparecimento de linhagens resistente aos principais farmacos. Portanto, € importante a busca
de novas alternativas que bloqueiem esta etapa de germinagdo dos conidios. Os 6leos
essenciais e seus produtos sdo conhecidos por causar alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas
em fungos provocando falta de conidiogénese, despigmentacdo e desenvolvimento aberrante
de conidiéforos (SHARMA; TRIPATHI, 2008; MOREIRA et al, 2010).

Considerando isto, a atividade antifungica de linalol e o cetoconazol sobre a
germinacdo de conidios em 7. rubum LM 305 foi avaliada e estd apresentada na Figura 10.
Os resultados mostram que todas as concentragdes do linalol e cetoconazol foram igualmente

capazes de inibir a germinacao, diferindo estatisticamente do controle (p<0,05).

Figura 10- Efeitos de linalol e cetoconazol sobre a germinag@o dos conidios de Trichophyton
rubrum LM 305.
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A germinacdo ¢ iniciada pelo inchaco de conidios através da mobilizag¢do das reservas
de carbono e de energia internas. Estes conidios estando em um ambiente adequado, sdo
germinados, crescendo frequentemente o que se estenderd por um fio, sendo chamado de hifa

(HAYER et al. 2013, PAZOUKI; PANDA, 2000). Nao existem relatos da participacdo de
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linalol na inibicdo da germinacdo de conidios de 7. rubrum, porém ha relatos de outros
produtos naturais inibindo a germinacao de conidios flingicos.

Os extratos etandlico e 6leo essencial de folhas de Lonicera japonica exibiram efeitos
inibitdrios potentes sobre a germinacdo de conidios de 7. rubrum KCTC 6352 e T. rubrum
KCTC 6375 (RAHMAN et al, 2014). Chee e Lee (2007) mostraram que o vapor volétil de
6leo de cravo da india (Syzygium aromaticum) foi fortemente ativo para todos os fungos
testados, exceto C. albicans. A germinagdo de conidios de 7. mentagrophytes e T. rubrum
foram completamente inibidas pelo vapor volétil da Syzygium aromaticum. O linalol foi
relatado para induzir a germinacdo anormal de C. albicans e que interferiu na formagao de
tubo germinativo em concentracdes subinibitérias. Embora C. albicans seja levedura, sua
transformac¢do de seu estado unicelular para estado filamentoso pode ser usado, neste caso,
como evento celular semelhante a formacdo micelial a partir da germinacdo de conidios
(HSU et al., 2013).

Considerando que a produgdo de hifas e a consequente formacdo de micélio sao
importantes para a patogenicidade da doencga, ao entrar em contato com o estrato corneo
expressam-se como fatores desencadeantes e condicionantes de quadros infecciosos. Assim,
o terpeno linalol se comportou com agente relevante no processo inibitério da formacgao de

micélio fungico de T. rubrum.
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6 CONCLUSOES

Esta pesquisa é de grande relevancia para o meio cientifico tendo em vista, ser a
primeira a se desenvolver sobre o potencial antifingico de linalol sobre isolados clinicos de
T. rubum resistentes a fluconazol.

Sua significancia pode ser analisada através dos resultados obtidos, concluindo que o
terpeno linalol exerceu relevante atividade antifingica frente a 7. rubum. Sabendo que T.
rubrum tem o poder de causar micoses cutineas em animais e principalmente em humanos, o
terpeno interferiu nas diversas fases do desenvolvimento fliingico como crescimento micelial,
formacdo de conidios e germinagao.

Considerando a importancia da producdo de hifas e conidios, os quais sdo
elementares para a patogenicidade das dermatofitoses, linalol se mostrou bastante promissor,
pois conseguiu bloquear estas etapas apresentando-se como agente com grande
potencialidade para o tratamento das dermatofitoses provocadas por 7. rubum.

Presumindo que os profissionais de enfermagem como membro da equipe de saude,
estdo constantemente cuidando de pessoas com dermatofitoses, é necessario que a equipe
detenha o conhecimento a respeito do uso indiscriminado dos antifliingicos e as possiveis
complicacOes para a satide humana, assim como, compreender a importancia dos produtos
naturais, suas bioatividades, seu fécil acesso, baixo custo e beneficios para o tratamento.
Desta forma, a educacdo em saide € primordial, para que os pacientes obtenham estes
conhecimentos e realizem um tratamento de maneira eficaz, livre de complicacdes e
prevenc¢do de novos traumas.

Sugere-se que sejam realizadas novas pesquisas utilizando o antiftingico linalol in
vivo e em seres humanos, analisando seu efeito promissor para a patogenicidade da doenca,
visando a reducdo dos indices de dermatofitoses em humanos, assim como, a preven¢ao de

novos agravos e a promogao da saude.
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KEYWORDS Summary The aim of this study was to investigate the activity of the monoterpene linalool
Trichophyton rubrum; against clinical isolates of Trichophyton rubrum. Initially, a sensitivity assay for commercial
Linalool; antifungals with solid disks in diffusion medium was performed. Minimum inhibitory concentra-
Ketoconazole; tion (MIC) of linalool and ketoconazole (positive control) were determined by microdilution in
Antifungal; RPMI 1640 medium (CLSI M38-A2). We then evaluated the action of linalool and ketoconazole at
Terpene different concentrations (1/2MIC, MIC and 2 x MIC) on mycelial growth (radial mycelial growth),

conidia production and conidia germination using a hemacytometer. The effects on cell
membrane (release of intracellular material) were also investigated. Finally, changes in fungal
morphology as induced by the test drugs were analyzed. Based on the sensitivity tests, the fungal
strains showed resistance to 5-fluorocytosine and fluconazole. The linalool MIC values ranged
from 256 ug/mL to 512 pg/mL, whereas ketoconazole showed values of 4 ug/mL to 8 ug/mL. For
the LM 305 strain, the test drugs showed the following MIC values: linalool 256 pg/mL and
ketoconazole 8 pug/mL. The mycelial growth of T. rubrum LM 305 was inhibited by linalool
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