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RESUMO 
 

Dermatofitoses são infecções que normalmente acometem tecidos queratinizados como pele, 

unhas e couro cabeludo tendo como principais agentes etiológicos fungos do gênero 

Microsporum e Trichophyton. O surgimento de cepas resistentes aos antifúngicos azólicos 

vem justificando estudos que visem aumentar o arsenal drogas que atuem sobre mecanismos 

que conferem resistência a múltiplas drogas. Neste sentido, os terpenos merecem destaque. 

Este estudo investigou a atividade moduladora da resistência de cepas Microsporum e 

Trichophyton spp. a agentes antifúngicos inibidores da biossíntese de ergosterol (cetoconazol, 

fluconazol e itraconazol) pelo monoterpeno linalol. Foi inicialmente determinada a 

concentração inibitória mínima (CIM) do linalol e dos antifúngicos por microdiluição, em 

meio RPMI 1640. Em seguida, foi avaliado o efeito modulador de linalol determinando a 

CIM dos antifúngicos na presença de concentrações subinibitórias de linalol e clorpromazina. 

Por fim, investigou-se o efeito da associação (checkerboard) de linalol com o cetoconazol e 

itraconazol. Uma cepa Δmdr2 foi utilizada como controle, pois não expressa genes que 

conferem resistência por transportadores ABC (ATP-BINDING CASSETTE). Os resultados 

apontam que o linalol apresenta atividade antifúngica modulando a resistência de 

Trichophyton spp. e Microsporum spp. a cetoconazol e intraconazol, pois os fungos se 

tornaram mais sensíveis às drogas na presença de linalol. Esta modulação não ocorreu com a 

cepa Δmdr2. A associação entre linalol e os fármacos azólicos aconteceu de forma sinérgica. 

Pode-se concluir que linalol é um promissor agente antifúngico inibidor da atividade de 

transportadores ABC em dermatófitos. 

Palavras-chaves: Dermatófitos. Resistência. Antifúngico. Terpenos. Bomba de efluxo. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

Dermatophytoses are infections that affect keratinized tissues such as the skin, nails and scalp. 

Their main etiologic agents are fungi of the genera Microsporum and Trichophyton. The 

emergence of azole antifungal resistant strains has encouraged studies that aim to increase the 

arsenal of drugs that act on the defense mechanisms which confer multiple drug resistance. In 

this context, the terpenes drugs deserve attention. This study investigated the monoterpene 

linalool and its resistance modulating activity involving ergosterol biosynthesis inhibitors 

(ketoconazole, fluconazole and itraconazole) in strains of Microsporum spp. 

and Trichophyton spp. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of linalool and the 

tested antifungals were initially determined using microdilution in RPMI 1640 medium. The 

modulating effect of linalool was evaluated by determining the MICs of the antifungals in the 

presence of sub-inhibitory concentrations of linalool. We also investigated the association 

effect (checkerboard) of linalool together with ketoconazole and itraconazole. One strain, 

Δmdr2 was used as the control, because it do not express genes that confer ABC transporter 

resistance. The fungi Trichophyton spp. and Microsporum spp. presented evidence of 

modulated resistance, becoming more sensitive to ketoconazole and itraconazole in the 

presence of linalool. The modulation did not occur with the Δmdr2 strain. The 

linalool and azole drug associations presented synergism. We conclude that linalool is a 

promising antifungal agent; inhibiting ABC transporter activity in dermatophytes.  

Key words: Dermatophytes. Resistance. Antifungal. Terpenes. Efflux pump. 
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INTRODUÇÃO 

Inúmeros estudos realizados ao longo do último século revelam que os dermatófitos 

infectam seres humanos de todas as idades, etnias, gênero e níveis socioeconômicos com 

taxas surpreendentemente elevadas. São infecções que normalmente acometem tecidos 

queratinizados como pele, unhas e couro cabeludo, podendo ser leve a grave, dependendo da 

resposta imune do hospedeiro [1, 2]. 

Embora a diversidade encontrada na frequência de espécies de dermatófitos no Brasil 

seja evidenciada em diversos trabalhos, há relatos que apontam o predomínio das espécies 

Microsporum canis e Microsporum gypseum entre os principais agentes etiológicos de tinea 

capitis e tinea corporis, assim como Trichophyton rubrum é o mais frequente em casos 

clínicos de tinea pedis e tinea unguium [1, 3-5]. Segundo estudo epidemiológico realizado no 

nordeste brasileiro por Silva-Rocha [6], o predomínio de infecções acometendo pele e unhas 

por espécies supracitadas são as mais comuns. Em uma perspectiva mundial, estima-se que 10 

a 20% da população é afetada por dermatofitoses [2]. 

Indivíduos com doença vascular periférica e imunossuprimidos, podem apresentar 

complicações do quadro clínico e, muitas vezes, dermatofitoses mais profundas. Infecções por 

dermatófitos que normalmente são restritas a área da epiderme, podem ser invasivas e causar 

infecções generalizadas graves, com o desenvolvimento de lesões granulomatosas [7, 8].  

Estudos indicaram que a maioria dos pacientes HIV positivos contraem infecções 

fúngicas secundárias. Observações semelhantes foram feitas com relação ao aumento da 

frequência de transplantes de medula óssea e órgão, uso de agentes antineoplásicos, uso 

excessivo de antibióticos e uso prolongado de corticosteróides [9].  

Diante disso, o tratamento de dermatofitoses vem se tornando uma preocupação 

mundial e apesar disso, apenas um pequeno número de antifúngicos está disponível para o 

tratamento dessas infecções [10, 4]. Este fato é justificado pelo aumento da prevalência dessas 

doenças, concomitantemente ao aparecimento de cepas resistentes aos principais antifúngicos 

utilizados na terapêutica a exemplo dos antifúngicos azólicos. Os compostos azólicos são 

drogas inibidoras da biossíntese de ergosterol, um importante esteroide presente na membrana 

plasmática fúngica [9]. Esse aumento da resistência implica no aumento das taxas de 

morbidades e custos no tratamento farmacológico [11, 12]. 

Entre os principais mecanismos de resistência descritos em dermatófitos, destaca-se a 

redução do acúmulo das drogas no ambiente intracelular por expressão de bombas de efluxo 

[8]. Bombas de efluxo são ATPases de membrana altamente conservadas que reconhecem 
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uma grande diversidade de drogas, diminuindo suas concentrações intracelulares e, 

consequentemente, seus efeitos tóxicos [11]. Transportadores ABC (ATP-binding cassette) 

estão entre as principais famílias de proteínas que funcionam como bombas de efluxo 

envolvidas em mecanismos de resistência a múltiplas drogas (MDR-multidrug resistance) 

[13, 4]. Por exemplo, o gene pdr1 de Trichophyton interdigitale, anteriormente chamado 

mdr1, codifica um transportador ABC que é superexpresso na presença de vários fármacos 

antifúngicos [14]. Além disso, células fúngicas quando expostas a drogas citotóxicas, como 

fluconazol, tioconazol, griseofulvina e itraconazol, mostraram aumento dos níveis de 

transcrição de mRNA para o gene mdr2 que codifica também um transportador ABC, além de 

estar envolvido com desenvolvimento e virulência fúngica [13, 15].  

Neste contexto, drogas que atuam sobre transportadores ABC podem maximizar a ação 

dos agentes antifúngicos e, portanto, são ferramentas de grande potencial para reverter 

situações de MDR. Os produtos naturais como óleos essenciais e seus componentes têm se 

apresentado como potencial fonte de novos agentes antifúngicos e moduladores de bombas de 

efluxo [16]. Os óleos essenciais são complexos de compostos voláteis encontrados em suas 

folhas, resinas, frutos, flores, troncos e outras partes de plantas aromáticas. Entre seus 

componentes, os monoterpenos são os mais representativos e dotados de uma grande 

diversidade estrutural e potencial antimicrobiano [17].  

Neste estudo, foi utilizado linalol (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol), um monoterpeno muito 

comum em perfumaria, mas que também possui atividade antimicrobiana e inseticida 

reconhecidas [18,19]. No entanto, não há relatos de sua atividade moduladora da resistência 

em dermatófitos. Por isso, procurou-se investigar a atividade moduladora de linalol sobre a 

resistência de dermatófitos a compostos azólicos. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS  

Cepas e inóculo fúngico 

Para os ensaios de atividade antifúngica, foram selecionadas as cepas M. canis LM 216, 

M. gypseum LM 666 e T. rubrum LM 148, cedidas pelo Laboratório de Micologia do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal da Paraíba. Além destas, 

foram utilizadas T. interdigitale H6 (ATCC MYA-3108) e seu derivado Δmdr2 foi obtido por 

um método de inativação [15], cedidas pelo Departamento de Genética, Faculdade de 

Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo. Todas as cepas foram mantidas em tubos de 
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ensaio contendo ágar batata dextrose inclinado sob refrigeração (8°C). Os fungos foram 

cultivados em ágar batata dextrose (Difco®), a 28°C por 7 dias. As recentes colônias fúngicas 

foram cobertas com de solução salina estéril (NaCl 0,9 %), e as suspensões feitas por suaves 

agitações. As densidades das suspensões de cada cepa foram ajustadas em espectrofotômetro 

a 520 nm para um valor de 70-72% de transmitância, a qual corresponde a um inóculo de 

aproximadamente 0,5 – 5 x 106 unidades formadoras de colônias em 1 mL (UFC/mL) [20,22]. 

Antifúngicos 

Cetoconazol, fluconazol, itraconazol, linalol e clorpromazina foram adquiridos da 

Sigma-Aldrich® (Brasil). As soluções foram preparadas no momento de execução dos testes, 

dissolvendo-os primeiramente em 100 µL dimetilsulfóxido (DMSO) e utilizado água destilada 

esterilizada em quantidade suficiente para obter a concentração inicial de 1024 µg/mL. A 

partir desta concentração, foram feitas diluições seriadas em razão de dois até alcançar 

concentrações inferiores utilizando o próprio meio RPMI 1640. 

Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) 

A determinação da CIM das drogas-teste foi realizada pela técnica de microdiluição, 

utilizando placas de microtitulação contendo 96 cavidades com fundo chato [20,21]. Em cada 

linha da placa, foram adicionados 100 µL das drogas-teste duplamente concentradas diluídas 

em RPMI 1640 com glutamina e sem bicarbonato (Sigma-Aldrich® -Brasil). Em cada 

cavidade da placa, foram adicionados 100 µL do inóculo previamente preparado, diluído em 

RPMI 1640 na proporção 1:50. Um controle fúngico foi realizado substituindo as drogas-teste 

por solução salina esterilizada (controle de crescimento). Um controle de esterilidade também 

foi realizado, colocando-se apenas o meio de cultura, sem o inóculo. Para verificar a ausência 

de interferência nos resultados pelo DMSO utilizado na preparação das soluções, foi feito um 

controle com DMSO na concentração usada para a solubilização das drogas acrescido do 

inóculo e do meio de cultura. As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias para a 

realização da leitura. A CIM é definida como a menor concentração das drogas (produto 

natural ou droga-padrão) capaz de inibir 100% o crescimento fúngico observado nas 

cavidades. O experimento foi realizado em triplicata e os valores de CIM foram expressos 

como média geométrica [21]. 
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Estudo do efeito modulador da atividade antifúngica 

Para avaliar se as drogas-teste modulam a ação dos antifúngicos frente às cepas testadas, 

foi empregado o método proposto por Coutinho et al. [23]. Os valores de CIM de cetoconazol, 

fluconazol e itraconazol foram determinados na ausência e na presença de concentrações 

subinibitórias de linalol (1/8CIM) ou clorpromazina (1/4CIM), pela técnica de microdiluição. 

A clorpromazina foi usada como um controle positivo, por se um inibidor de bomba de efluxo 

[24]. As placas foram seladas e incubadas a 28°C por até 7 dias para a realização da leitura. O 

experimento foi realizado em triplicata e os valores de CIM expressos como média 

geométrica. 

Estudo de associação entre drogas 

O estudo de associação de linalol com os fármacos azólicos foi realizado pela técnica de 

checkerboard. Diluições das soluções das drogas-teste (1/8CIM, 1/4CIM, 1/2CIM, CIM, 

2xCIM, 4xCIM e 8xCIM) foram feitas em RPMI 1640. Após isto, uma alíquota de 50 μL dos 

azóis (cetoconazol, fluconazol e itraconazol) foi adicionada nos poços da placa no sentido 

vertical e, em seguida, 50 μL de uma determinada diluição de linalol foram adicionados no 

sentido horizontal da placa. Por fim, adicionados 100 μL do inóculo [20]. As placas foram 

seladas e incubadas a 28°C por 7 dias para a realização da leitura da CIM. Na perspectiva de 

avaliar a atividade das associações de drogas, o índice da concentração inibitória fracionada 

(ICIF) foi calculada através da soma: CIFA + CIFB, onde A representa o linalol e B o 

cetoconazol, fluconazol ou itraconazol. O CIFA = CIMA combinado/CIMA sozinho, enquanto 

que o CIFB = CIMB combinado/CIMB sozinho. O ICIF foi interpretado da seguinte maneira: 

sinergismo (< 0,5), aditividade (0,5-1,0), indiferença (> 1,0 e < 4,0) ou antagonismo (> 4,0) 

[25,26].  

 

RESULTADOS  

Inicialmente, os valores de CIM de linalol e clorpromazina foram determinadas por 

microdiluição (tabela 1). Linalol conseguiu inibir o crescimento de todas as cepas testadas a 

partir de 256 µg/mL, com exceção de T. interdigitale Δmdr2 que foi mais sensível (CIM: 128 

µg/mL). Clorpromazina apresentou os seguintes valores de CIM: T. rubrum LM 148 (2 

µg/mL), T. interdigitale H6 (0,5 µg/mL), T. interdigitale Δmdr2 (1 µg/mL), M. canis LM 216 

(8 µg/mL) e M. gypseum LM 666 (4 µg/mL). Os fármacos azólicos foram ativos contra todas 
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as cepas. Contudo, as cepas de Microscopurm spp foram mais resistentes aos fármacos 

azólicos, pois apresentaram maiores valores de CIM. Os controles realizados mostraram 

ausência de inibição do crescimento fúngico por DMSO, confirmando que o impedimento do 

crescimento foi devido à presença dos produtos antifúngicos. O crescimento foi detectado 

quando todas as cepas foram cultivadas na ausência de drogas, o que confirmou a viabilidade 

do inóculo fúngico. 

No ensaio de modulação, as drogas-testes (cetoconazol, fluconazol e itraconazol) 

foram testadas na presença de concentrações subinibitórias de linalol (1/8CIM) ou 

clopromazina (1/4CIM). Na presença de linalool, os valores de CIM de cetoconazol 

diminuíram em T. rubrum LM 148, T. interdigitale H6 e M. gypseum LM 666, confirmando 

seu efeito modulador da resistência destas cepas fúngicas. Na presença de linalol, itraconazol 

inibiu o crescimento de M. canis LM 216 a uma concentração inferior quando comparado 

com sua CIM isolado. Porém, linalol não conseguiu modular a resistência dos fungos frente a 

fluconazol em M. canis LM 216. Clorpromazina modulou a resistência de todos os fungos 

frente a todos os compostos azólicos, pois apresentaram valores de CIM menores de quando 

foram testados isoladamente. A única cepa que não apresentou interferência em sua 

sensibilidade na presença de linalol foi T. interdigitale Δmdr2.  

Após análise dos resultados da modulação, foi realizado ensaio de associação entre o 

linalol e as drogas cuja atividade antifúngica foi modulada. Houve modulação da resistência 

das cepas T. rubrum LM 148, M. gypseum LM 666 e T. interdigitale H6 frente a cetoconazol; 

houve modulação de M. canis LM 216 frente a itraconazol. A técnica consistiu na obtenção de 

misturas contendo diversas concentrações das drogas em estudo, na perspectiva de avaliar se a 

associação entre as drogas pode ser interpretada como sinérgica, aditiva, indiferente ou 

antagonista (tabela 2). Com base no seu ICIF, o tipo de associação entre as drogas foi 

sinérgica para as cepas T. rubrum LM 148, T. interdigitale H6 e M. gypseum LM 666, 

sugerindo que de alguma forma, o linalol está potencializando a ação da do cetoconazol. Com 

M. canis LM 216, o valor da CIM de itraconazol foi reduzido para 1/8CIM, sendo 

interpretado também como sinérgico (tabela 2).  
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Tabela 1 - Valores de CIM (µg / mL) de fármacos azólicos na ausência e presença de 

concentrações subinibitórias de linalol ou clorpromazina em Microsporum spp e 

Trichophyton spp. 

Drogas CIM 
isolada 

CIM combinada 

(linalol) 

CIM combinada 

(clorpromazina) 

Cetoconazol    

T. rubrum LM 148 2 0.125 0.25 

T. interdigitale H6 1 0.25 0.25 

T. interdigitale Δmdr2 

M. canis LM 216 

M. gypseum LM 666 

1 

8 

8 

1 

8 

2 

1 

4 

2 

Fluconazol    

T. rubrum LM 148 0.5 0.5 0.065 

T. interdigitale H6 0.5 0.5 0.065 

T. interdigitale Δmdr2 

M. canis LM 216 

M. gypseum LM 666 

0.5 

32 

32 

0.5 

32 

32 

0.5 

8 

16 

Itraconazol    

T. rubrum LM 148 0.5 0.50 0.065 

T. interdigitale H6 0.5 0.50 0.065 

T. interdigitale Δmdr2 

M. canis LM 216 

M. gypseum LM 666 

0.5 

8 

4 

0.50 

4 

4 

0.50 

4 

2 

      CIM: concentração inibitória mínima como média geométrica de três experimentos. 
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Tabela 2- Valores de CIM (µg / mL) de fármacos azólicos e o efeito da associação com 

linalol contra Microsporum spp. e Trichophyton spp. 

 

Drogas CIM 
isolada 

CIM 
combinada 

ICIF (tipo de interação) 

T. rubrum LM 148    

Linalol 256 64 
0.38 (sinergismo) 

Cetoconazol 2 0.25 

T. interdigitale H6    

Linalol 256 64 
0.38 (sinergismo) 

Cetoconazol 1 0.125 

M. gypseum LM 666    

Linalol 256 32 
0.25 (sinergismo) 

Cetoconazol 8 1 

M. canis LM 216    

Linalol 256 32 
0.25 (sinergismo) 

Itraconazol 8 1 

    CIM: concentração inibitória mínima; ICIF: índice de concentração inibitória fracionária. 
 

DISCUSSÃO 

O uso de produtos naturais é certamente uma das estratégias mais bem-sucedidas na 

descoberta de novos fármacos. São importantes instrumentos no desenvolvimento de novas 

ferramentas terapêuticas, e, neste caso, as plantas medicinais e os produtos derivados delas 

são reconhecidamente importantes para a pesquisa farmacológica e o desenvolvimento de 

drogas [27]. Uma abordagem terapêutica alternativa com produtos naturais traz a perspectiva 

de descobrir substâncias com eficácia significativa e menor índice de efeitos indesejáveis. 
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Além disso, representam uma alternativa econômica, fáceis de obter e são aplicáveis a várias 

patologias [2]. 

Neste estudo, o monoterpeno linalol foi o produto de origem natural analisado quanto 

ao seu potencial modulador da resistência fúngica. A atividade antifúngica de linalol é 

relatada na literatura em estudos anteriores. Linalol foi testado frente a cepas de Candida 

albicans, comprovando sua sensibilidade ao fitoconstituinte [28]. Mostra-se igualmente eficaz 

frente a cepas de C. krusei, apresentando atividade fungicida, alterando a parede celular [29]. 

Em relação a atividade do monoterpeno contra dermatófitos, foi verificado a eficácia do 

linalol associado ao cetoconazol para induzir alterações micromorfológicas, apresentando-se 

como um agente antifúngico com potencial anti-Trichophyton rubrum [30]. Silva et al. [31] 

também verificaram a atividade antifúngica de linalol frente a cepas de Microscopum spp. 

A membrana celular fúngica é predominantemente constituída por esteróis, 

glicerofosfolipídios e esfingolipídeos. O papel dos lipídios na função da membrana celular e 

na patogênese fúngica tem sido alvo de diversos estudos na perspectiva de identificar 

potenciais alvos terapêuticos [32]. Os terpenos são compostos hidrofóbicos que 

preferencialmente interagem com a membrana celular aumentando a fluidez e permeabilidade 

da membrana, afetando assim o funcionamento adequado das proteínas presentes em sua 

estrutura [30,31]. 

Considerando isto, a atividade antifúngica do linalol contra dermatófitos foi avaliada 

na perspectiva de verificar se a alteração da homeostase da membrana fúngica em decorrência 

de seu mecanismo de atividade antifúngica poderia diminuir o efluxo dos fármacos azólicos 

por proteínas transportadoras ABC presentes na membrana plasmática, e assim, modular a 

resistência dos dermatófitos. Transportadores do tipo ABC estão entre as principais 

envolvidas em mecanismos de resistência a múltiplas drogas, onde são expressas através de 

genes específicos [33, 13, 11]. 

Segundo Martins et al. [4], genes de transportadores ABC possuem alta homologia 

entre os dermatófitos, e é provável que eles tenham funções específicas, sugerindo que a ação 

de cada droga é dependente de outros fatores inerentes a cada espécie. Dados sugerem que 

esses genes transportadores ABC atuam sinergicamente em dermatófitos, e eles podem se 

compensar quando expostos a drogas antifúngicas. Esta pode ser uma causa importante de 

falha terapêutica no tratamento de infecções fúngicas. Especificamente, o gene mdr2 codifica 

um transportador ABC e é expresso diferencialmente na presença de antifúngicos como 
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cetoconazol, fluconazol e itraconazol [14], desempenhado um papel na modulação da 

suscetibilidade a fármacos azólicos [15, 13].  

De acordo com este estudo, cetoconazol teve sua atividade modulada pelo linalol 

frente às cepas de T. rubrum LM 148, T. interdigitale H6 e M. gypseum LM 666, e itraconazol 

frente à cepa de M. Canis LM 216. É possível que esta atividade moduladora tenha ocorrido 

pela interferência de linalol na atividade dos transportadores ABC, uma vez que a cepa T. 

interdigitale Δmdr2 (não expressa o gene mdr2) não teve sua sensibilidade alterada pela 

clorpromazina, diferentemente das demais cepas.  

Embora seja um fármaco antipsicótico, a clorpromazina foi utilizada neste estudo por 

sua ação descrita na literatura como inibidora de bombas de efluxo, assim como uma série de 

bloqueadores de canais iônicos terapêuticos como a exemplo do tioridazina e haloperidol [34]. 

O uso de inibidores de bombas de efluxo, como clorpromazina, para identificar indiretamente 

o envolvimento de bombas de efluxo na resistência fúngica é relatado na literatura. São 

drogas que se comportam de forma eficiente reduzindo níveis significativos de resistência 

fúngica [35]. 

Desta forma, a atividade moduladora de produtos naturais sobre a resistência de 

bactérias e fungos aos antimicrobianos é evidenciada na literatura como uma importante 

forma de impedir o aparecimento de MDR. Além disso, é possível que se observe a 

potencialização dos efeitos tóxicos das drogas comumente utilizadas na terapêutica sobre os 

micro-organismos [36].  

Atualmente, a associação de drogas na clínica surge como algo promissor, na 

perspectiva de diminuir efeitos adversos, reduzir o custo do tratamento ou aumentar o 

potencial antimicrobiano das drogas. Outra vantagem relevante é que a combinação de terapia 

com concentrações subletais de antifúngicos pode levar à rara possibilidade de 

desenvolvimento de resistência nos agentes patogênicos [32].  

Neste estudo, o ensaio de associação demonstrou que a interação entre os azóis e o 

linalol foi sinérgica. Estudos de associação in vitro entre antifúngicos e produtos naturais já 

são relatados. Cardoso et al. [37] demonstraram que os monoterpenos linalol e geraniol, 

quando associados com fluconazol, apresentaram efeito sinérgico sobre Candida albicans. O 

estudo de Pinto [38] demonstrou que associações de fluconazol com compostos presentes no 

óleo essencial de Thapsia villosa (Apiaceae) como limoneno e metileugenol contra leveduras 

e fungos dermatófitos clinicamente relevantes, mostraram efeito sinérgico. Com isso, os 
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resultados deste estudo sugerem que o uso de combinações de linalol com fármacos azólicos 

pode ser bastante promissor. 

Neste sentido, o estudo e a descoberta de produtos naturais com constituintes ativos 

que apresentem atividade antimicrobiana intrínseca ou combinada com antifúngicos de uso 

comum podem representar uma nova forma de fazer frente aos micro-organismos, diminuindo 

o risco de se selecionar novos ou melhores mecanismos de resistência. Dessa forma, pode-se 

impulsionar a produção e o uso de produtos naturais como adjuvantes farmacológicos nos 

tratamentos contra agentes infecciosos [39, 23, 40]. No entanto, apesar do reconhecido 

potencial anti-dermatofítico dos produtos naturais, muitas vezes vantajoso frente às drogas 

comerciais, ainda há um longo caminho a ser percorrido até a sua utilização na terapêutica 

[41]. 

 

CONCLUSÕES 

Os resultados deste estudo demonstram que linalol apresentou atividade antifúngica e 

moduladora da resistência de Trichophyton spp. e Microsporum spp. a cetoconazol e 

intraconazol. A forma pela qual a associação entre cetoconazol e linalol ou itraconazol e 

linalol acontece em dermatófitos é sinérgica. Possivelmente, linalol atua sobre a membrana 

plasmática fúngica, modificando a atividade dos transportadores ABC que conferem 

resistência destes fungos a drogas antifúngicas. Diante disso, o estudo revela um composto 

promissor para o tratamento de dermatofitoses causadas por diversas cepas dos gêneros 

Microsporum e Trichophyton. No entanto, é sugestivo que novos estudos complementares 

visando a aplicação clínica de linalol e suas associações com drogas azólicas possam ser 

realizados. 
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ABSTRACT 

Dermatophytoses are infections that affect keratinized tissues such as the skin, nails and scalp. Their main 

etiologic agents are fungi of the genera Microsporum and Trichophyton. The emergence of azole 

antifungal resistant strains has encouraged studies that aim to increase the arsenal of drugs that act on the 

defense mechanisms which confer multiple drug resistance. In this context, the terpenes drugs deserve 

attention. This study investigated the monoterpene linalool and its resistance modulating activity 

involving ergosterol biosynthesis inhibitors (ketoconazole, fluconazole and itraconazole) in strains of 

Microsporum spp. and Trichophyton spp. The minimum inhibitory concentration (MIC) of linalool and 

the tested antifungals were initially determined using microdilution in RPMI 1640 medium. The 

modulating effect of linalool was evaluated by determining the MIC of the antifungals in the presence of 

sub-inhibitory concentrations of linalool. We also investigated the association effect (checkerboard) of 

linalool together with ketoconazole and itraconazole. One strain, Δmdr2 was used as the control, because 

it does not expresses a gene that encodes a ABC transporter conferring drug resistance. The fungi 

Trichophyton spp. and Microsporum spp. presented evidence of modulated resistance, becoming more 

sensitive to ketoconazole and itraconazole in the presence of linalool. The modulation did not occur with 

the Δmdr2 strain. The linalool and azole drug associations presented synergism. We conclude 

that linalool is a promising antifungal agent; inhibiting ABC transporter activity in dermatophytes.  
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Numerous studies conducted over the last century have shown that dermatophytes infect humans with 

surprisingly high rates, for all ages, ethnicities, genders, and socioeconomic levels. The infections often 

affect keratinized tissues such as the skin, nails and scalp, and depending on the host's immune response, 

they may be mild to severe [1, 2]. 

The diversity of dermatophyte species found in Brazil is evidenced in many studies, as well as the 

predominance of Microsporum canis and Microsporum gypseum as principal etiological agents 

of tinea capitis and tinea corporis; and Trichophyton rubrum in clinical cases of tinea pedis and tinea 

unguium [1, 3-5]. According to an epidemiological study conducted by Silva-Rocha [6], infections 

affecting the skin and nails in northeastern Brazil are most commonly caused by the species mentioned 

above. From a global perspective, it is estimated that 10 to 20% of the population is 

affected by dermatophytoses [2]. 

Individuals with peripheral vascular disease and immunosuppressed individuals often present clinical 

complications; many times with a dermatophytosis involved. Dermatophyte infections, usually restricted 

to the epidermis, can become invasive causing severe generalized infections with granulomatous 

lesions [7, 8]. The majority of HIV-positive patients contract secondary fungal infections, and similar 

patterns exist in relation to currently increasing frequencies for bone marrow and organ transplants, use 

of anti-neoplastic agents, excessive use of antibiotics, and prolonged use of corticosteroids [9].  

Dermatophytosis treatment is becoming a global concern, yet in spite of this, only a small number of 

antifungal drugs are available for treatment [10, 4]. The increase in prevalence for these diseases and the 

emergence of resistance to the few antifungal agents available for treatment (azole antifungals) are linked. 

Azole compounds are drugs that inhibit ergosterol biosynthesis; an important steroid present in the fungal 

plasma membrane [9]. Increased resistance implies an increase in morbidity rates and costs involved in 

pharmacological treatment [11, 12]. 

Among the main mechanisms of resistance described in dermatophytes, the expression of efflux pumps 

most effectively reduces drug accumulation in the intracellular environment [8]. Efflux pumps are highly 

conserved membrane ATPases that recognize a wide variety of drugs; decreasing their intracellular 

concentrations and consequently their toxic effects [11]. ABC transporters (ATP-binding cassette) are 

among the leading families of proteins that act as efflux pumps. They are involved in mechanisms of 

multiple drug resistance (MDR) [4, 13]. As an example, the pdr1 gene of Trichophyton interdigitale, 

previously called mdr1, encodes an ABC transporter that in the presence of many antifungal drugs 
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3 

is highly expressive [14]. Fungal cells, when exposed to cytotoxic drugs such as fluconazole, tioconazole, 

griseofulvin, and itraconazole present increased levels of mRNA transcription for the mdr2 gene, which 

in addition to being involved with fungal development and virulence, encodes an ABC transporter [13, 

15]. 

Drugs that act on ABC transporters can maximize the action of antifungal agents and become potential 

tools to reverse MDR situations. Natural products such as essential oils and their components have been 

noted as a potent source of new antifungal agents and efflux pump modulators [16-17].In this 

study, linalool (3.7-dimethyl-1,6-octadien-3-ol), was used; a  very common monoterpene in perfumery. 

Yet it possesses recognized antimicrobial and insecticide activities [18-19]. Since, there are no reports of 

resistance modulation in dermatophytes; we sought to evaluate azolic resistance modulation in 

dermatophytes through the activity of linalool. For this, the following strains M. canis LM 216, M. 

gypseum LM 666 and T. rubrum LM 148 were provided by the Laboratory of Mycology of the 

Department of Pharmaceutical Sciences, Federal University of Paraíba (Brazil). T. interdigitale strain H6 

(ATCC MYA-3108) was isolated from clinical specimens at the University Hospital of Ribeirão Preto 

Medical School, São Paulo University, Brazil, and its Δmdr2 strain derivative was obtained by an 

inactivation method, as previously described [15]. The H6 and Δmdr2 strains were provided by Nilce 

Maria Martinez-Rossi from Department of Genetics, Ribeirão Preto Medical School, University of São 

Paulo (Brazil). The fungi were grown in potato dextrose agar (Difco®) at 28° C for 7 days to obtain the 

fungi inocula in sterile saline (0.85 % NaCl) with 106 conidia/mL [20-22]. 

Initially, MIC values of the Ketoconazole, fluconazole, itraconazole, linalool and chlorpromazine (Sigma-

Aldrich®, Brazil) were determined against dermatophyte fungi by microdilution technique [20-21]. To 

assess whether the drugs tested modulate the activity of the antifungal agents when used against the test 

strains, we applied the method proposed by Coutinho et al. [23]. Using microdilution technique, the MIC 

values of ketoconazole, fluconazole and itraconazole in the absence or presence of sub inhibitory 

concentrations of linalool (1/8MIC) or chlorpromazine (1/4MIC) were obtained. Chlorpromazine was 

used as a positive control as an efflux pump inhibitor [24].  After analysis of the modulation results, 

linalool - azole association study was performed using the checkerboard technique [20]. The fractional 

inhibitory concentration index (FICI) was calculated as the sum of: FICA + FICB, where A represents 

linalool; and B represents ketoconazole, fluconazole or itraconazole. The FICA = (MICA 

combined)/(MICA alone), while the FICB = (MICB combined)/(MICB alone). The FICI was interpreted in 
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4 

the following way: synergism (< 0.5), additivity (0.5-1.0), indifference (> 1.0 and < 4.0), or antagonism 

(> 4.0) [25-26]. 

Linalool inhibited the growth of all strains tested at 256 µg/mL. The azole drugs were active against all 

strains. However, the Microscopurm spp. strains were more resistant to azoles and presented higher MIC 

values (Table 1). In the presence of linalool (1/8MIC), the ketoconazole MIC values decreased 

for T. rubrum LM 148, T. interdigitale H6 and M. gypseum LM 666, confirming modulatory effects on 

fungal strain susceptibility. In the presence of linalool (1/8MIC), itraconazole inhibited M. canis LM 216 

growth at a lower concentration than its isolated MIC. However, linalool failed to modulate the resistance 

of fungi against fluconazole in M. canis LM 216. Chlorpromazine modulated the resistance of all fungi 

against all azole compounds, presenting lower MIC values than when each was tested separately. The 

single strain that showed no interference in its sensitivity in the presence of linalool was T. 

interdigitale Δmdr2 (Table 1). Association tests between linalool and the drugs whose antifungal activity 

was modulated was performed. On the basis of the FICI results (0.38), synergistic association between the 

drugs was determined for T. rubrum LM 148, T. interdigitale H6, and M. gypseum LM 666, suggesting 

that somehow linalool is potentiating the action of ketoconazole. With M. canis LM 216, the MIC value 

of itraconazole was reduced to 1/8MIC; interpreted as synergistic effect (FICI = 0.38). 

In previous studies, the antifungal activity of linalool has been reported. Linalool has been tested against 

strains of Candida albicans whose sensitivity to linalool was demonstrated [27]. Linalool’s 

activity against dermatophytes was confirmed when associated with ketoconazole to induce micro-

morphological changes, and presenting as an antifungal agent with anti-T. rubrum potential [28]. 

Silva et al. [29] also observed linalool’s antifungal activity against strains of Microscopum spp. 

Terpenes are hydrophobic and preferentially interact with the cell membrane; increasing membrane 

fluidity and permeability, while also affecting membrane protein functions [28-29]. Antifungal activity of 

linalool against dermatophytes was evaluated from the perspective of fungal membrane homeostasis; 

whether membrane alterations due to antifungal activity might decrease azole drug efflux performed by 

the ABC protein transporters present in the plasma membrane; modulating dermatophytic virulence. ABC 

transporters are among the chief mechanisms used by MDR species and are expressed through specific 

genes [11, 13, 30].  
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5 

In this study, ketoconazole and itraconazole had their activities modulated by linalool. It is possible that 

these modulation effects occurred through linalool’s interference in the activity of ABC transporters, and 

since the T.  interdigitale Δmdr2 strain  does not express the mdr2 gene, its sensitivity was not amended 

by chlorpromazine, unlike the other strains.  Although chlorpromazine is an antipsychotic drug, it was 

used in this study because of its efflux pump inhibitor action [31]. The use of efflux pumps inhibitors, like 

chlorpromazine, to indirectly identify the involvement of efflux pumps in fungal resistance is well 

reported in the literature, being efficient drugs which can reduce levels of fungal resistance significantly 

[32].  

Natural product modulation activity against bacterial and fungal resistance is highlighted in the literature 

as an important way to prevent MDR emergence [33]. The association tests in this study demonstrated 

that the interactions between the azoles tested and linalool are synergistic. In vitro association studies 

between antifungals and natural products have also been reported. Cardoso et al. [34] showed that 

the monoterpenes linalool and geraniol, when associated with fluconazole, present synergistic effect 

against Candida albicans. Study and discovery of natural drugs with intrinsic antimicrobial activity and 

active constituents that may be combined with current antifungals represents a new way of tackling 

micro-organisms; it reduces the risks involved in selecting and improving new mechanisms of resistance 

and may also boost both production and use of natural products as pharmacological adjuvants to treat 

infectious diseases [23, 35-36]. However, in spite of the recognized anti-dermatophyte potential of natural 

drugs, being often more advantageous as compared to commercial drugs, there is still a long way to go 

before their use [37]. 

The results of the current study suggest that combinations of linalool with azole drugs may be quite 

promising. These results demonstrate that linalool presents antifungal activity; modulating 

Trichophyton spp. and Microsporum spp. susceptibility to ketoconazole and itraconazole. Associations 

between linalool and (ketoconazole or itraconazole) are synergistic in dermatophytes. Linalool most 

likely acts on the plasma membrane by modifying ABC transporter activity and lessening fungal 

resistance to antifungal drugs. In addition, the study reveals a promising new compound for treatment of 

Microsporum and Trichophyton related dermatophytosis. However, complementary studies are still 

needed to develop clinical applications for the use of linalool in association with azole drugs. 
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Table 1 - MIC values (µg/mL) of azoles drugs in the absence and presence of subinibitory 

concentrations of linalool or chlorpromazine in Microsporum spp and Trichophyton spp. 

Drugs MIC alone 
Combined MIC 

(linalool) 

Combined MIC 

(chlorpromazine) 

Ketoconazole    

T. rubrum LM 148 2 0.125 0.25 

T. interdigitale H6 1 0.25 0.25 

T. interdigitale Δmdr2 

M. canis LM 216 

M. gypseum LM 666 

1 

8 

8 

1 

8 

2 

1 

4 

2 

Fluconazole    

T. rubrum LM 148 0.5 0.5 0.065 

T. interdigitale H6 0.5 0.5 0.065 

T. interdigitale Δmdr2 

M. canis LM 216 

M. gypseum LM 666 

0.5 

32 

32 

0.5 

32 

32 

0.5 

8 

16 

Itraconazole    

T. rubrum LM 148 0.5 0.50 0.065 

T. interdigitale H6 0.5 0.50 0.065 

T. interdigitale Δmdr2 

M. canis LM 216 

M. gypseum LM 666 

0.5 

8 

4 

0.50 

4 

4 

0.50 

4 

2 

MIC: minimal inhibitory concentration as geometric mean of three experiments. 
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